Microbiological analysis of hailstones by Kozjek, Marko
 





























































MIKROBIOLOŠKA ANALIZA TOČE 
 
MAGISTRSKO DELO 




MICROBILOGICAL ANALYSIS OF HAILSTONES 
 
M. SC. THESIS 

















Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Mikrobiologija 
na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo na Katedri za biokemijo 
Oddelka za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani v sodelovanju z Inštitutom 
za vode Republike Slovenije, Inštitutom Jožefa Stefana, Kemijskim inštitutom in podjetjem 
Omega d.o.o. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorja magistrskega dela imenovala izr. prof. dr. 
Mateja Butalo, za somentorico dr. Manco Kovač Viršek in za recenzentko prof. dr. Nino 
Gunde Cimerman. 
 
Mentor: izr. prof. dr. Matej BUTALA 
 
Somentorica: dr. Manca KOVAČ VIRŠEK 
 




Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednik: doc. dr. Tomaž ACCETTO 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Član:  izr. prof. dr. Matej BUTALA 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Članica: dr. Manca KOVAČ VIRŠEK  
Inštitut za vode Republike Slovenije 
 
Članica: prof. dr. Nina GUNDE CIMERMAN 













Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 579.26:551.578.7(497.4):543.424.2(043)=163.6 
KG mikrobiologija okolja, toča, biotski dejavniki, abiotski dejavniki, metagenomska 
analiza, mikroplastika, spektroskopija, elektronska mikroskopija, nukleacijska jedra 
AV KOZJEK, Marko, dipl. mikrobiol. (UN) 
SA BUTALA, Matej (mentor), VIRŠEK KOVAČ, Manca (somentorica), GUNDE-
CIMERMAN, Nina (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2020 
IN MIKROBIOLOŠKA ANALIZA TOČE 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij – 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XIII, 76 str., 5 pregl., 54 sl., 2 pril., 94 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Kljub temu, da je toča pogost pojav v svetu in Sloveniji, je v dostopni literaturi ta 
pojav slabo opisan. V nalogi vzorčena toča premera 10-12 cm je izjemno redka in je 
tudi rekordna velikost toče, ki je dosedaj padla na področju Slovenije. Namen naloge 
je bila identifikacija abiotskih in biotskih dejavnikov, ki bi lahko povzročili nastanek 
nukleacijskih jeder toče. Z metagenomsko analizo bakterijskih vrst v toči z metodo 
visokozmogljivega sekvenciranja več regij gena za 16S rRNA smo  dokazali izjemno 
pestrost in raznolikost bakterijskih vrst v toči. Bakterije se uvrščajo v 25 debel, 44 
razredov, 88 redov, 231 družin, 315 rodov in 505 vrstam. Večina teh bakterij 
naseljuje prst, sledijo vodna okolja in rastlinski material. Del bakterij predstavljajo 
tudi rastlinski simbionti in rastlinski patogeni. Poleg bakterij smo v toči z vrstično 
elektronsko mikroskopijo videli različne glivne spore, diatomeje in rastlinski pelod. 
V toči smo kot prvi odkrili tudi mikroplastiko. S pomočjo mikro-FTIR in ramanske 
spektroskopije smo identificirali tipe plastike. V volumnu enega zrna toče je bilo 
preko 450 vlaken, 43 obarvanih. Večina plastičnih vlaken je bila v sredici zrna toče, 
kar dokazuje vnos mikroplastike v točo že visoko v ozračju. Dodatno smo odkrili še 
večje število mineralnih delcev, najverjetneje puščavskega peska.  
 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDC 579.26:551.578.7(497.4):543.424.2(043)=163.6 
CX environmental microbiology, hail, biotic elements, abiotic elements, metagenome 
analysis, microplastic, spectroscopy, electron microscopy, ice nucleation 
AU KOZJEK, Marko 
AA BUTALA, Matej (supervisor), VIRŠEK KOVAČ, Manca (co-advisor), GUNDE-
CIMERMAN, Nina (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2020 
TI MICROBILOGICAL ANALYSIS OF HAILSTONES 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology) 
NO XIII, 76 p., 5 tab., 54 fig., 2 ann., 94 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Hail is a common phenomenon in the world and in Slovenia, however it is poorly 
described in the literature. The hailstones sampled in this study were 10-12 cm in 
diameter, representing extremely rare samples due to the record size, never before 
reported in Slovenia. The goal of our research was to identify abiotic and biotic 
factors that could act as ice nucleation in hailstone formation. With metagenomic 
analysis  of hail using the 16S rRNA gene high-throughput sequencing we identified 
a high diversity of bacteria in the hailstone. Bacteria belong to 25 phyla, 44 classes, 
88 orders, 231 families, 315 genera and 505 species. The vast majority of these 
isolates are frequent in soil, followed by aquatic environments and plant material. 
We also identified some plant symbionts and plant pathogenic species. Using 
scanning electron microscopy we additionally observed various fungal spores, 
diatoms and pollen. Analysis of the hail content resulted in the first report of 
microplastic fibers. Micro-FTIR and Raman spectroscopy were used for the 
characterisation of the microplastic. In the total volume of hail stone, over 450 
microplastic fibers, 43 coloured, were quantified. Most fibers were in the interior of 
the hailstone, strongly impliying their incorporation at high altitudes of the 
atmosphere. In addition we detected also a high amount of  mineral particles, 
probably desert sand. 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
KAZALO SLIK VII 
KAZALO PREGLEDNIC X 
KAZALO PRILOG XI 
 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI XII 
1 UVOD 1 
1.1 NAMEN DELA 1 
1.2 HIPOTEZA 1 
2 PREGLED OBJAV 2 
2.1 OSNOVE NASTAJANJA TOČE 2 
2.1.1 Nukleacijska jedra 3 
2.1.2 Podatki ARSO o vremenskih pogojih dne 11. 6. 2019 4 
2.2 BIOTSKI VZROKI NASTAJANJA TOČE 7 
2.2.1 Prisotnost mikroorganizmov v atmosferi 7 
2.2.2 Prisotnost in identifikacija mikroorganizmov v toči 7 
2.2.3 Prisotnost bakteriofagov v naravi 9 
2.2.4 Osamitev bakteriofagov iz toče, ter pridobivanje metagenoma 10 
2.2.5 Ekološka prednost biotsko izzvane nukleacije ledu 11 
2.3 ABIOTSKI DEJAVNIKI 12 
2.3.1 Prisotnost mikroplastike v okolju 12 
2.3.2 Metode za detekcijo mikroplastike 16 
3 MATERIAL IN METODE 19 
3.1 MATERIAL 19 
3.1.1 Vzorci toče 19 
3.1.2 Kemikalije, raztopine, gojišča 19 
3.1.3 Kompleti 19 
3.1.4 Encimi in začetni oligonukleotidi 20 




Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
VI 
3.2 METODE 21 
3.2.1 Obdelava vzorcev toče 21 
3.2.2 Osamitev bakteriofagov in fagne DNA 21 
3.2.3 Izolacija metagenoma bakterij 22 
3.2.4 Izolacija in identifikacija mikroplastike 24 
3.2.5 Metagenomska analiza 26 
4 REZULTATI 28 
4.1 OSAMITEV IN IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ V TOČI 28 
4.2 METAGENOMSKA ANALIZA TOČE 31 
4.3 OSAMITEV IN IDENTIFIKACIJA MIKROPLASTIKE V TOČI 34 
4.3.1 Rezultati prvega poskusa 34 
4.3.2 Rezultati drugega poskusa 42 
4.3.3 Ramanska spektrometrija in SEM analiza vlaken v toči filtriranih preko 
zlatih filtrov 46 
4.4 ANALIZA TOČE Z ELEKTRONSKO MIKROSKOPIJO 50 
4.4.1 Abiotski del in rastlinski ostanki v vzorcu toče 50 
4.4.2 Biotski del, prisotnost mikroorganizmov v vzorcu toče 54 
5 RAZPRAVA 58 
6 SKLEPI 66 
7 POVZETEK 67 





Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 




Slika 1: Zemljevid prikazuje verjetnosti toče na dan 11. junija 2019 (ARSO, 2019a) ......... 4 
 
Slika 2: Zemljevid občin, kjer so 11. junija javili gmotno škodo ali težave zaradi toče 
oziroma neurja (ARSO, 2019b) ............................................................................................. 4 
 
Slika 3: Prikaz nivoja radarske odbojnosti v preseku nevihtnega oblaka (ARSO, 2019b) ... 5 
 
Slika 4: Ponazoritev velikosti toče, ki je padla na dan 11. junija 2019 ................................. 6 
 
Slika 5: Sestava združbe bakterij v posameznem zrnu toče nabrani v Sloveniji leta 2009 
(Šantl Temkiv in sod.,, 2013) ................................................................................................ 8 
 
Slika 6: Rodovi bakterij, katerih predstavnike so lahko vzgojili v posameznem zrnu toče 
(Šantl Temkiv in sod., 2013)  ................................................................................................ 9 
 
Slika 7: Prikaz mikroplastike pridobljene iz vzorcev snega (Bergmann in sod., 2019) ...... 13 
 
Slika 8: Geografski prikaz lokacij vzorčenja ter kvalitativni prikaz količine izolirane 
mikroplastike (Bergmann in sod., 2019) ............................................................................. 13 
 
Slika 9: Mikroplastika (PET, PC), odkrita v ledenikih na tibetanski planoti (Zhang in sod., 
2019) .................................................................................................................................... 15 
 
Slika 10: Rast bakterij iz vzorca 10-12 cm velike toče nabrane 11. junija 2019................. 28 
 
Slika 11: Rast bakterij iz vzorca majhne toče (1-2 cm) padle v Ljubljani leta 2018........... 29 
 
Slika 12: Ločba pomnožkov 16S rRNA na 1 % agaroznem gelu ....................................... 30 
 
Slika 13: Prikaz krone metagenomske analize vzorca velike toče ...................................... 31 
 
Slika 14: Prikaz prisotnosti bakterijskih družin ................................................................... 32 
 
Slika 15: Prikaz prisotnosti predstavnikov družin, identificiranih v toči ............................ 33 
 
Slika 16: Filamenti izolirani iz velike toče .......................................................................... 34 
 
Slika 17: Filamenti pridobljeni iz velike toče ...................................................................... 35 
 
Slika 18: Fragmenti mikroplastike in drugi delci ................................................................ 35 
 
Slika 19: Snemanje signala na enem izmed vlaken na polikarbonatnem filtru z mikro-FTIR 
napravo s tehniko refleksije ................................................................................................. 36 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
VIII 
Slika 20: Snemanje signala na enem izmed vlaken na polikarbonatnem filtru z mikro-FTIR 
napravo z metodo oslabljene skupne odbojnosti (ATR) ..................................................... 37 
 
Slika 21: Prikaz filamentoznih delcev med merjenjem z ramanskim spektroskopom ........ 38 
 
Slika 22: Analiza spektrov standardov in vzorca z ramanskim spektroskopom ................. 39 
 
Slika 23: Primerjava spektra vlakna in spektra polikarbonatnega filtra .............................. 39 
 
Slika 24: Spekter vlakna s korigirano bazno linijo .............................................................. 40 
 
Slika 25: Spekter indigo barvila .......................................................................................... 40 
 
Slika 26: Pregled filtriranih vzorcev toče s TEM ................................................................ 41 
 
Slika 27: Prikaz števila vlaken (število delcev) v posamezni frakciji in kontrolah ............. 43 
 
Slika 28: Prikaz povprečne dolžine vlaken.......................................................................... 43 
 
Slika 29: Slike filtrov posamezne frakcije staljene toče ter negativna kontrola .................. 44 
 
Slika 30: Prikaz taljenja sredice toče ................................................................................... 45 
 
Slika 31: Analiza vlakna v 8. frakciji .................................................................................. 46 
 
Slika 32: Prikaz posnetka z ramanskim mikroskopom ........................................................ 47 
 
Slika 33: Prikaz pridobljenih spektrov z ramanskim mikroskopom v 8. frakciji.. .............. 47 
 
Slika 34: Prikaz posnetka z ramanskim mikroskopom v 8. frakciji .................................... 48 
 
Slika 35: Prikaz delca posnetega z ramanskim mikroskopom v 8.frakciji .......................... 48 
 
Slika 36: Prikaz delca PET in pridobljenega spektra v 8. frakciji ....................................... 49 
 
Slika 37: Prikaz vlakna iz šeste frakcije toče analizirane z ramanskim mikroskopom ....... 49 
 
Slika 38: Reprezentativne slike SEM analize mineralnih delcev v 4. frakciji vzorca toče.. 50 
 
Slika 39: Reprezentativne slike SEM analize mineralnih delcev v 8. frakciji vzorca toče.. 51 
 
Slika 40: Reprezentativne slike SEM analize vlakna v 4. frakciji vzorca toče ................... 51 
 
Slika 41: Reprezentativne slike SEM analize strganega vlakna v 4. frakciji vzorca toče ... 52 
 
Slika 42: SEM analiza mikroplastičnih vlaken v 8. frakciji vzorca toče ............................. 52 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
IX 
Slika 43: Prikaz več primerov celuloznih vlaken v 4. frakciji ............................................ 53 
 
Slika 44: Prikaz več primerov celuloznih vlaken v 8. frakciji ............................................ 53 
 
Slika 45: SEM analiza bakterij z bičkom prisotnih v 4. frakciji ......................................... 54 
 
Slika 46: SEM analiza kokov v 8. frakciji ........................................................................... 55 
 
Slika 47: Prikaz različnih struktur spor in praživali v 4. frakciji toče ................................. 55 
 
Slika 48: Prikaz različnih struktur spor v toči ..................................................................... 56 
 
Slika 49: Prikaz različnih bioloških struktur v 4. frakciji toče ............................................ 56 
 
Slika 50: Prikaz različnih vrst diatomej v 4. frakciji toče ................................................... 57 
 
Slika 51: Prikaz apnenčastih struktur biološkega izvora in rastlinski pelod ....................... 57 
 
Slika 52: Prikaz gibanja zračnih mas za 96 ur pred nevihto s točo leta 2019 ..................... 60 
 
Slika 53: Prikaz raznovrstnosti izolatov v deblu proteobakterij v vzorcu velike toče ........ 61 
 
Slika 54: Ponazoritev predstavnikov družine Sphingomonadaceae identificiranih v toči .. 63 
  
  
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 




Preglednica 1: Tip plastike s podano gostoto in navedenim namen uporabe (Driedger in sod., 
2014) .................................................................................................................................... 14 
 
Preglednica 2: Kemikalije uporabljene v raziskavi ............................................................. 19 
 
Preglednica 3: Uporabljeni kompleti v raziskavi ................................................................ 19 
 
Preglednica 4: Uporabljeni encimi in začetni oligonukleotidi ............................................ 20 
 
Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema ............................................................. 20 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 




Priloga A: Določitev nukleotidnega zaporedja regije 16S rRNA Brevibacterium 
frigoritolerans 
 
Priloga B: Določitev nukleotidnega zaporedja regije 16S rRNA Bacillus firmus 
 
  
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
XII 




Agencija Republike Slovenije za okolje 
ATR 
 
atenuiran totalni odboj (ang. Attenuated total reflection) 
BHI 
 
rastni medij (Brain Heart Infusion) 
BLASTn 
 
bioinformatsko orodje (ang. Basic Local Alignment Search Tool) 
CRISPR 
 
gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev 
DNA 
 












mešanica topil (fenol, kloramfenikol in izoamilalkohol) 
FPA 
 
detektor žariščne ravnine (ang. Focal Plane Array) 
GES 
 






Institut Jožef Stefan 
K:I 
 






rastni medij (Luria-Bertani broth) 
LND 
 
led nukleacijski delci 
LNP 
 
led nukleacijski proteini 
mikro-FTIR 
 






sekvenciranje naslednje generacije (ang. Next Generation Sequencing) 
OTU operacijska taksonomska enota (ang. Operational Taxonomic Unit) 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 

























bioinformatsko orodje (ang. Quantitative Insights Into Microbial 
Ecology) 
 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (ang. Quantitative 




ribosomska ribonukleinska kislina (ang. ribosomal ribonucleic acid) 













tris-HCl, EDTA, NaDS 
TFF 
 






NaCl, Tris-HCl, EDTA 
UV ultravijolična svetloba 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 




Toča je vsakoletni vremenski pojav. Mehanizem nastajanja toče v nevihtnem oblaku je zelo 
zapleten in ga znanost ne razume docela. Zrna toče so velikost od graha do oreha, izjemoma 
kot kurje jajce (ARSO, 2005). V Beli krajini je 11. junija 2019 padala ekstremno velika toča 
premera okrog 10-12 cm, kar je izjemno redek pojav. V zadnjem času vedno pogosteje 
opisujejo različne biotske dejavnike, ki lahko vplivajo na vremenske pojave. Dve raziskavi 
omenjata, kot enega od vzrokov nastanka toče (premera do 2 cm), bakterijo Pseudomonas 
syringae (Morris in sod., 2004; Guarany de Araujo in sod., 2019). 
 
Vlogo kondenzacijskih jeder imajo lahko tudi različni abiotski delci (Hill in sod., 2016), kot  
npr. puščavski pesek. Zaradi vedno večje prisotnosti bi to vlogo lahko imela tudi plastična 
onesnažila, ki  jih najdemo širom planeta. Postopoma se razgrajujejo do mikroskopskih 
velikostih (t.i. mikroplastika) in vstopajo v vodo, zemljo in zrak (Bergmann  in sod., 2019). 
Znano je, da mikroplastiko, predvsem v obliki vlaken, lahko prenašajo zračni tokovi na 
velike razdalje, saj so jo našli tudi povsem izven urbanih središč. O mikroplastiki kot 
abiotskem dejavniku, ki bi lahko služil kot kondenzacijsko jedro toče pa še ni objav, prav 
tako še ni bila opisana njena prisotnost v toči. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Nastanek toče velike okoli 10 cm je v dostopni literaturi slabo opisan. Znana niso niti  
kondenzacijskega jedra, ki povzročijo nastanek toče takšnega premera. Namen naloge je bil 
identificirati različne abiotske in biotske dejavnike, ki lahko vplivajo na nastanek tako velike 
toče. Med abiotskimi dejavniki, ki lahko vlivajo so  pesek in mikroplastika, med biotskimi 
pa bakterije, glive, cvetni prah in bakteriofagi. Analiza omenjenih dejavnikov bo osvetlila 




Hipoteza 1: V toči premera 10-12 cm so prisotne bakterije, bakteriofagi in drugi 
mikroorganizmi, ki sintetizirajo proteine z vplivom  na prostorsko ureditev molekule vode 
in tako pospešijo nastanek ledu (ang. ice nucleating proteins).  
 
Hipoteza 2: V toči je prisotna mikroplastika.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 OSNOVE NASTAJANJA TOČE 
 
Potek nastanka toče je najenostavnejše pojasniti v toplotni nevihti v mirnem zraku nad 
celino. Toča je oblika padavin, ki nastane s pomočjo vzgonskega vetra v konvektivnih 
nevihtah. Poleti čez dan nekatere zemeljske površine sonce močno segreje. Zrak nad temi 
površinami se ogreje bolj kot zrak v okolici in se zaradi vzgona začne dvigati. Pri tem se 
razteza, ker prihaja v območja čedalje nižjega pritiska, in se zaradi tega tudi ohlaja. Dviguje 
se vse dokler je njegova temperatura višja od temperature okolice. Posledično nastane 
navzgor od površine Zemlje usmerjen tok zraka imenovan vzgornik. Na višini, kjer se ta 
dovolj ohladi, se začne vodna para v njem zgoščevati v oblačne kapljice, in sicer okrog 
številnih drobnih nečistoč, ki jih imenujemo kondenzacijska jedra (Divjak in sod., 2004;  
ARSO, 2005). Znano je, da aerosoli v atmosferi vplivajo na nastajanje oblakov in nastanek 
padavin in pomembno vplivajo na globalno podnebje, vodni cikel in kemijske reakcije v 
atmosferi (Trenberth in sod., 2007). Kapljice so zelo drobne in tok zraka jih nosi s seboj. Pri 
kondenzaciji se sprošča toplota in vzgornik se zato z višino ohlaja počasneje, kot bi se sicer. 
Kapljice v oblakih zaradi kondenzacije rastejo, hkrati pa se tudi ohlajajo. Pri temperaturah, 
ki so zadosti nizko pod lediščem vode, torej dovolj visoko v oblakih pri temperaturi ~ -40 
°C (Huschke, 1959), se para ne kondenzira v kapljice, temveč neposredno v ledene delce. 
Super ohlajena voda pomeni, da je le ta ohlajena na temperaturo pod lastnim lediščem, 
vendar brez prisotnosti nukleacijskega jedra ta ne zamrzne pri 0 °C (Huschke, 1959). Zato 
se v zgornjem delu vzgornika pojavijo posamezni ledeni kristalčki. Zaradi razlike parnih 
tlakov nad vodo in ledom se začno kristalčki debeliti na račun kapljic. Ko se kristalčki dovolj 
odebelijo, jih vzgornik ne more več dvigovati; najprej začnejo lebdeti v njem, nato pa skozi 
vzgornik zaradi mase padati proti tlom. Pri tem trkajo z dvigajočimi se podhlajenimi 
kapljicami in se močno odebelijo. Nastanejo ledena zrna. Če je vzgornik šibak, nastanejo le 
drobna zrna ta pa se stalijo pred padcem na tla. Če pa je dovolj močan, nastanejo debela zrna, 
ki se pri padanju do tal ne stalijo ta pojav imenujemo toča. Vzgonski vetrovi v nevihti lahko 
dosežejo tudi več 10 metrov na sekundo (m/s), kar zadošča za dvig večjih kosov toče navzgor 
v zračnem stolpcu. Končna hitrost vodne kapljice je nizka, kar znaša nekaj centimetrov na 
sekundo in zaradi nizke mase potujejo s tokom zraka. Večji delec ledu v enakih pogojih pada 
veliko hitreje in ne potuje s tokom zraka. Med padanjem prihaja do trkov z vodnimi 
kapljicami, ki ob stiku primrznejo in hkrati povečajo maso padajočega objekta, dokler delec 
ledu ne doseže praga velikosti toče, kar znaša 5 milimetrov (Huschke, 1959). Toča te 
velikosti lahko doseže končno hitrost 10 m/s, večji kosi pa tudi do 50 m/s. Toča se spušča in 
vzpenja v oblaku v odvisnosti od vertikalne hitrosti zraka. Za nastanek toče so ključni 
ustrezni pogoji v oblaku, kot so zadosten vzgonski veter, ki točo drži v oblaku, zadostna 
količina super ohlajene vode in delci ledu, ki omogočajo rast toče (Knight A. in Knight C., 
2001). Padavine pri padanju skozi vzgornik le-tega v spodnjem delu zaustavljajo s trenjem 
in ohlajajo z izhlapevanjem. Tako povzročijo tok hladnega zraka navzdol, zdolnik, in 
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2.1.1 Nukleacijska jedra 
 
Nukleacija ledu v oblaku poteka na različne načine. V primeru odsotnosti delcev in drugih 
elementov, ki bi lahko sprožili nukleacijo ledu, se kapljice v oblaku ohlajajo tudi do 
temperature ~ -40 °C. Fenomen takega stanja vode imenujemo super ohlajenost vode, ta pa 
je možna le v posebnih pogojih, kjer so odsotni vsi delci, ki služijo kot nukleacijska jedra. 
Brez prisotnosti nukleacijskih jeder se voda ne more kristalizirati. Takšen sistem je izredno 
nestabilen, a že zaradi vibracij lahko vodna faza spremeni agregatno stanje. Pojavijo se 
ledeni kristali, ki sami po sebi tvorijo nukleacijska jedra, kar imenujemo homogena 
kristalizacija. Takrat vodna para kondenzira in hkrati prehaja direktno v trdno stanje in trka 
z nastalimi ledenimi kristali, ti pa na ta račun rastejo (Debenedetti in Stanley, 2003).  
 
Drugi način je kristalizacija ob prisotnost jeder oziroma delcev (led nukleacijski delci – 
LND), kar imenujemo heterogena nukleacija. Ta se zgodi, ko so v vodi prisotne različne 
nečistoče.  Poznamo delce abiotskega izvora, to je pogosto mineralni prah (puščavski pesek). 
Več kot je teh delcev, hitreje in pri višji temperaturi bo nastal ledeni kristal. Različni 
materiali z različnimi površinskimi strukturami nudijo ugodnejše pogoje za tvorjenje ledenih 
kristalov. Pogosto je pri abiotskih dejavnikih ugodna temperatura za kristalizacijo ~ -20 °C. 
V nedavnih raziskavah pa se vedno pogosteje izpostavlja biotske delce, ki izzovejo 
nukleacijo ledu tudi pri temperaturah od -5 °C do -10 °C ali več (Hill in sod., 2016). Ta 
nukleacijska jedra imenujemo tudi bioaerosoli, kar pomeni, da izhajajo iz bioloških sistemov 
in so organske sestave. Ti delci so lahko rastlinskega ali živalskega izvora, cvetni prah, delci 
biofilmov, celice bakterij, gliv in njihove spore ter virusi, pa tudi njihovi celični delci in 
metaboliti. Tovrstno tvorjenje padavin imenujemo bioprecipitacija (Delort in sod., 2018). 
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2.1.2 Podatki ARSO o vremenskih pogojih dne 11. 6. 2019 
 
Enajstega junija 2019 je na sprednji strani odcepljene višinske doline z vremensko fronto, ki 
je vztrajala nad zahodno Evropo, v višinah k nam iznad Sredozemlja pritekal topel in vlažen 
zrak. Sredi dneva se je v srednji troposferi (na višini okoli 6 km) prehodno ohladilo za 1 do 
2 °C. Pri tleh je pihal veter vzhodnih smeri in v plasti pod nadmorsko višino 1500 m je v 
Slovenijo pritekal zelo vlažen zrak iznad Panonske nižine. Zlasti v gorah je bila meja med 
obema zračnima masama očitna. Ozračje je bilo zaradi navedenih razmer in močnega 
dnevnega segrevanja zelo nestabilno tako so popoldne nastajale močne nevihte, ki so se 




Slika 1: Zemljevid prikazuje verjetnosti toče na dan 11. junij 2019 (ARSO, 2019a). Legenda na sliki prikazuje barvne 
oznake za mogoče, verjetne ali zelo verjetne pogoje za nastanek toče za področje Slovenije (barvna legenda prikazana na 
zgornjem levem robu slike).  
 
Slika 2: Zemljevid občin, kjer so 11. junija javili gmotno škodo ali težave zaradi toče oziroma neurja  Legenda prikazuje 
označbo kraja nastanka neurij (roza) ter nastanka neurij s točo (pikčasto). (ARSO, 2019b). 
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Meritve meteoroloških radarjev so v najmočnejših nevihtnih celicah kazale na veliko 
verjetnost debelejše toče, zlasti na jugovzhodu Slovenije (Slika 1). Po poročanju medijev in 
posameznikov na družabnih omrežjih je debelina toče ponekod v osrednji in jugovzhodni 
Sloveniji presegla premer 5 cm, krajevno (npr. v Starem trgu ob Kolpi) ob južni meji s 
Hrvaško celo 10-12 cm. Toča je v nekaterih občinah povzročila gmotno škodo (Slika 1). 




Slika 3: Prikaz nivoja radarske odbojnosti v preseku nevihtnega oblaka (ARSO, 2019b). Radarska odbojnost 
nastala zaradi nastanka toče v preseku nevihtnega oblaka nad Belo krajino ob 20. uri. Vodoravna os predstavlja 
oddaljenost od vremenskega radarja lociranega na hribu Pasja raven, na navpični osi pa je nadmorska višina. 
Jakost radarske odbojnosti narašča od modre prek zelene, rumene in rdeče do vijoličaste barve. Izredno visoke 
vrednosti odbojnosti so bile zlasti visoko v oblaku, na višini okoli 11 km, kar je zanesljiv znak, da je v oblaku 
nastala debela toča. Zaradi velike oddaljenosti nevihtnega oblaka od radarja ni prikazanih meritev pod 
nadmorsko višino 2000 metrov (sivo polje), manjkajo tudi posamezne meritve na velikih višinah (bele pike 
oziroma pasovi). 
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Slika 4: Ponazoritev velikosti toče, ki je padla na dan 11. junija 2019. Velikost toče je v primeru A in B enake 
velikosti (10 cm). Prikazana je toča po zunanji sterilizaciji. Na vsaki sliki je tudi merilo prikazano s črno črto.  
  
A B 
10 cm 10 cm 
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2.2 BIOTSKI VZROKI NASTAJANJA TOČE 
 
2.2.1 Prisotnost mikroorganizmov v atmosferi 
 
Koncentracije mikrobov v oblakih dosegajo vrednosti približno 105 bakterij na kubični 
mikrometer zraka. V ozračju so pogosto opisali prisotnost bakterij debla proteobakterij, 
aktinobakterij in firmikutov in cianobakterij ter njihovih rodov Pseudomonas, 
Sphingomonas, Streptomyces, Rhodococcus, Methylobacteriaceae, Oxalobacteriaceae in 
Bacillus. Poleg bakterij so dokazali tudi rodove  Dioszegia, Udeniomyces in Cryptococcus,  
(Kourtev, 2011). Nedavne raziskave kažejo, da se mikroorganizmi lahko prilagodijo na 
ekstremne  življenjske razmere v oblakih (Delort in sod., 2018). 
 
Joly in sod. (2015) so merili stopnjo preživetja mikroorganizmov, izoliranih iz oblakov in 
hkrati izpostavljenih različnim atmosferskim obremenitvam npr. izpostavljenost bakterij 
oksidativnemu stresu kot je vodikov peroksid (H2O2) in ultravijolični (UV) svetlobi, ciklom 
izhlapevanja in kondenzacije (osmotski šok) in več ciklom zamrzovanja in odtajevanja. Ti 
avtorji kažejo, da so cikli zamrzovanja in odmrzovanja najtežja oblika stresa, ki jih mora 
mikroorganizem preživeti. Stopnje preživetja so odvisne od seva in količine izpostavljenosti 
oksidantom. Ugotovljeno je bilo, da svetloba skoraj nima negativnega vpliva na nobenega 
od testiranih izolatov pogosto opisanih v ozračju (Smith in sod., 2011). Mikroorganizmi so 
razvili različne sposobnosti za obvladovanje atmosferskega stresa. Ena izmed njih je 
sposobnost sinteze pigmentov. Približno 50 % sevov izoliranih iz oblakov je pigmentiranih, 
kar predvidoma ščiti mikroorganizme pred UV sevanjem ter ekstremno nizkimi 
temperaturami. Druga je sinteza eksopolimerov in biosurfaktanta, ki omogočata nastajanje 
agregatov in biofilmov. Tretja sposobnost pa je sinteza spor, ki je značilna za bakterije iz 
rodu Bacillus, za kvasovke in ostale glive. 
 
Sattler in sod. (2001) so prvi pokazali, da bakterije lahko preživijo in se razmnožujejo v 
ohlajenih kapljicah oblaka. Amato in sod. (2015) so pokazali, da lahko mikroorganizmi, 
izolirani iz oblakov, rastejo v vodi oblakov, inkubirani v laboratoriju. Hill in sod. (2018) so 
tudi pokazali, da 76 % vseh bakterij ostane živih v vodi iz oblaka, kar so dokazali s 
poizkusom prevzema testnega barvila 5-ciano-2,3-ditolil tetrazolijevega klorida. Prisotnost 
presnovne aktivnosti v oblakih pomeni, da so bakterije sposobne prevzemati hranila in s tem 
prispevajo h kemijskemu dogajanju v oblaku. 
 
2.2.2 Prisotnost in identifikacija mikroorganizmov v toči  
 
Po ugotovitvah Šantl Temkiv in sod. (2012) je celotna bakterijska skupnost v posameznih 
vzorcih toče zelo spremenljiva, kar je posledica nevihtnih oblakov, ki predstavljajo zelo 
dinamično okolje. Vseeno pa se v vseh vzorcih analizirane toče (Šantl Temkiv in sod., 2012),  
ki je bila vzorčena iz toče padle v Sloveniji 25. maja 2009, pojavljajo podobne in stalno 
izolirane skupine bakterij, ki nakazujejo na stalne naseljevalce te niše. Toča se je tvorila na 
1500 metrov nadmorske višine, njena velikost pa je bila ~ 5 cm (ARSO, 2009). Na dnu 
nevihtnega oblaka, ki je bil približno 1,5 km nad tlemi, je bila ocenjena temperatura 13 °C, 
na vrhu oblaka, ki je znašal 12 km, pa ocenjena temperatura -60 °C. Približno 3 km spodnje 
plasti oblaka je imela ocenjeno temperaturo višjo od 0 °C. Bakterijski redovi, ki so bili 
indentificirani v vsaj treh točah, so bili označeni kot karakteristični in so predstavljeni na 
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sliki 4. Glede na analizo zaporedja 16s rRNA gena za so bakterije iz skupine aktinobakterij 
predstavljale 23 % vseh sekvenc in so bile prisotne v vseh vzorcih toče. Planktomicete so 
predstavljale 11 %, bakteriodete 14 % in ɤ-protebakterije 12 % in so bile prisotne v petih 
vzorcih toče. Našli so tudi vrste iz skupine Acidobacteria (3 %), Verrucomicrobia (3%), α- 
(5 %) and β-Proteobacteria (8 %). Slednje so bile prisotne v treh ali več vzorcih toče od 
vseh testiranih. Bakterije, ki jih tudi sicer izolirajo v atmosferi poseljujejo predvsem kopno 
in rastline (Burrows in sod., 2009). Pri raziskovanju prostorske raznolikosti bakterijskih 
skupin v zraku so Bowers in sod. (2011) ugotovili, da je sestava skupnosti odvisna od vrste 
okolja v katerem se te bakterije nahajajo. Glede na rezultate raziskave Šantl Temkiv in sod. 
(2012), ki so pokazale visoke koncentracije bakterij iz skupin aktinobakterij in bakteriodet, 
ter nizke koncentracije bakterij skupine rizobijev, rezultati spominjajo na bakterijsko 
skupnost, ki so jo Bowers in sod. (2011) našli v zraku na primestnih lokacijah. Dalje so 
primerjali kultivabilne rodove najdene v toči, ki so prikazani na sliki 5. Večino 
predstavnikov so lahko vzgojili na gojiščih. Karakteristični redovi in razredi so opredeljeni 
kot tisti, ki jih odkrijemo v več kot treh od petih v analizi obravnavanih vzorcev toče (Slika 
5). Nekateri rodovi so prisotni v podobnih deležih (Bacillus, Paenibacillus, Bradyrhizobium) 
in te bakterije pogosto izoliramo iz prsti. Zanimivost je višja prisotnost tipičnih 
predstavnikov bakterij značilnih za površino rastlin, rodu Methylobacterium. Razlog je 
najverjetneje v sposobnosti vrst bakterij iz tega rodu, da so prilagojeni na številne stresne 
dejavnike, ki so prisotni na površini listov in v atmosferi. Odkrili so da 90 % izolatov 
Methylobacterium tvori oranžen pigment, ki nudi zaščito pred UV svetlobo. Poleg pigmenta 




Slika 5: Sestava združbe bakterij v posameznem zrnu toče  nabrani na področju Slovenije leta 2009 (Šantl 
Temkiv in sod., 2013). Delež značilnih redov in razredov v devetih od dvanajstih analiziranih vzorcev toč, iz 
katerih so bile izdelane knjižnice klonov. Svetlo modra barva označuje bakterije iz preostalih rodov.  
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Slika 6: Rodovi bakterij, katerih predstavnike  so lahko vzgojili v posameznem zrnu toče (Šantl Temkiv in 
sod., 2013). Karakteristični redovi in razredi so opredeljeni kot tisti, ki so jih odkrili v več kot treh točah od 
petih analiziranih. Svetlo modra barva označuje bakterije iz preostalih rodov. 
2.2.3 Prisotnost bakteriofagov v naravi  
 
Bakteriofagi (fagi) so virusi, ki okužijo bakterijo. Planet Zemlja poseljuje 1030 bakterij in 
1031 fagov. Fagi znanstvenike zanimajo kot orodje za razumevanje temeljne molekularne 
biologije, kot prenašalci horizontalnega genskega prenosa in gonilne sile bakterijske 
evolucije, kot vire diagnostičnih in genetskih orodij ter kot nova terapevtska sredstva. 
Razumevanje biologije fagov in predvsem molekularnih mehanizmov fagov, ki jim 
omogočijo infekcijo bakterij, je ključnega pomena za razumevanje dinamike mikrobnih 
sistemov (Clokie in sod., 2011). 
 
Fagi lahko v bakteriji vzpostavijo litični ali temperatni cikel. V litičnem življenjskem ciklu 
fagi okužijo in hitro ubijejo okužene gostiteljske celice, s čimer pomembno oblikujejo 
dinamiko populacije bakterij. V nasprotju, temperatni fagi lahko vključijo svoj genom v 
genom bakterije ali pa se deli neodvisno od genoma bakterije, kot plazmid znotraj  
gostiteljske celice. Lizogeni življenjski cikel je lahko stabilno vgrajen več generacij, lahko 
pa spremeni fenotip bakterije z izražanjem lastnih genov, ki niso izraženi v običajnem 
procesu okužbe, znanem kot lizogena pretvorba (Brüssow in sod., 2004).  
 
Glede na pomen fagov na dinamiko bakterijskih populacij je pomembno, da jih 
identificiramo v raziskovanem okolju ter jih podrobneje okarakteriziramo. Raziskave kažejo 
da so bakteriofagi zelo pogosti v morski in sladki vodi, za ostala težje dostopna okolja pa so 
ti podatki manj jasni. Ker so fagi odvisni od svojih gostiteljev je verjetnost, da bo njihova 
številčnost in razširjenost sorazmerno večja z višjo koncentracijo bakterijskih gostiteljev 
(Suttle, 2005). Glede na prejšnjo trditev lahko sklepamo da je veliko število bakteriofagov v 
prsti, različni vrsti sedimentov in pod Zemeljskim površjem. Tam se po podatkih Whitman 
in sod. (1998) nahaja tudi do 1030 bakterij.  
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
10 
2.2.4 Osamitev bakteriofagov iz toče, ter pridobivanje metagenoma 
 
Najnovejši način za oceno raznolikosti fagov in posredno kvantiteto je uporaba virusne 
metagenomike. Pri tej metodi se zbere in sekvencira celokupna virusna DNA iz določenega 
okolja (Edwards in Rohwer, 2005). Pristop je mogoč zaradi napredka v tehnologiji visoko 
zmogljivega sekvenciranja in zmanjšanja stroškov le tega. Protokoli se razlikujejo glede na 
vzorec, v katerem so fagi, vendar so bakterije vedno odstranjene in pogosto, kadar je skupna 
količina virusne DNA majhna, se izvajajo koraki obogatitve, da je celokupne virusne DNA 
dovolj za sekvenciranje. Metagenomiko lahko uporabimo za identifikacijo fagnih genov ali 
fagov z visokim okoljskim pomenom, takšne, ki so zelo pogosto ali zelo specifični za 
določene niše. Metoda omogoča zbiranje podatkov o prevladujočih virusnih genomih, ki so 
prisotni na določenem mestu, brez gojitvenih metod in izolacije faga ter je odlično izhodišče 
za razumevanje vlog, ki jih lahko igrajo bakteriofagi. Prav tako lahko zagotovi informacije 
o fagih, ki se ne morejo razmnoževati ali nimajo gostiteljev. Ocenjeno je, da 95 % bakterij 
ni mogoče gojiti v laboratorijskih pogojih, zato posledično tudi fagov, ki jih okužijo, ni 
mogoče izolirati v laboratoriju. 
 
Čiščenje virusnih delcev iz okoljskega vzorca je prvi in verjetno najbolj kritičen korak pri 
pridobitvi viroma (virusni metagenom). Tehnike si morajo prizadevati za vzpostavitev 
vzorcev, ki kvalitativno in kvantitativno predstavljajo raznolikost populacije in tako 
omogočajo povezavo metagenomskih analiz s populacijo virusov v vzorcu. Osnoven 
postopek je sestavljen iz treh korakov. V prvem koraku pridobimo virusne delce iz vzorca, 
sledi čiščenje in koncentriranje in nazadnje poljubno dodatno čiščenje fagov s 
centrifugiranjem v gradientu cezijevega klorida. Ekstrakcija in čiščenje bakteriofagov iz 
človeškega črevesja za virusno metagenomsko analizo je bilo nedavno optimizirano (Castro-
Mejía in sod., 2015). Z optimizacijo prej omenjenih osnovnih ekstrakcijskih korakov je ta 
raziskava uspela povečati število izoliranih fagnih delcev in količino pridobljene virusne 
DNA. Optimalna sta dva ekstrakcijska protokola, ki sta enostavno prilagodljiva in sta 
uporabna za skoraj vsak okoljski vzorec. Precipitacija fagov z uporabo polietilen glikola 
(PEG) in tangencialna filtracija (TFF). Ta optimizacija je omogočila močno povečano 
število izoliranih fagnih delcev in veliko večjo količino izolirane DNA v primerjavi s 
prejšnjimi protokoli. Sledi ekstrakcija in čiščenje virusne nukleinske kisline, katere so dovolj 
čiste in koncentrirane za izgradnjo in sekvenciranje knjižnice v nadaljevanju. Pojav 
sekvenciranja druge generacije je privedel do hitrih, cenovno dostopnih pristopov določitve 
genomskih DNA, metagenomov in avtomatizacije metod z uporabo aparatur Illumina MiSeq 
in Ion Torrent (Castro-Mejía in sod., 2015). 
 
Nenehni napredki v tehnologiji sekvenciranja so odpirali številne priložnosti na področju 
virusne metagenomike, so ogromne količine podatkov, ki so bili pridobljeni z  NGS, kar je 
povzročilo tudi velike izzive, analizo kakovosti in obdelavo podatkov o zaporedjih. Glavni 
omejitveni dejavnik v zvezi z učinkovito bioinformacijsko analizo virusov je odsotnost 
univerzalnih genskih markerjev v virusnih genomih, kar pomeni da je detekcija virusnih 
odčitkov omejena glede na poravnavo z referenčnimi virusnimi bazami. Eden izmed najbolj 
uprabnih programov za detekcijo fagne DNA po genomih bakterij je program Phaster (ang. 
PHAge Search Tool Enhanced Release) (Arndt in sod., 2016), laboratoriju A. Millarda pa 
ureja tudi podatkovno zbirko genomov bakteriofagov, trenutno je več kot 9000 vpisov.  
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2.2.5 Ekološka prednost biotsko izzvane nukleacije ledu 
 
V meteorologiji se pogosto uporablja izraz padavine ali precipitacija. Pojem opisuje vse 
vodne delce v tekoči ali trdni fazi, ki izvirajo iz atmosfere in zaradi sile teže padejo na površje 
Zemlje. Vodni delci se tvorijo zaradi kondenzacije vodne pare in nasičenja ozračja. 
Precipitacija predstavlja pomemben del vodnega kroga. Poznamo dva glavna tipa 
precipitacije: tekočo (dež, rosa) in trdno (žled, slana, poledica, sneg, sodra, toča). Obstaja 
več teorij zakaj in kako nukleacija in izkoriščanje precipitacije pripomore k selektivni 
prednosti za organizme, ki so razvili to sposobnost. Zaradi biotskega izvora kondenzacijskih 
jeder je Sands in sod. (1982) med prvimi uporabil koncept in zasnoval hipotezo 
bioprecipitacije. Temeljila je na opazovanju nenadnega in sočasnega pojava bolezni, ki jo je 
povzročila bakterija Pseudomonas syringae na večjem pšeničnem polju. 
 
V nadaljevanju so Sands in sod. (1982) in ugotovili tri predpogoje za pojav biološko izzvanih 
padavin. Prvič: obstajati mora mehanizem, s katerim se bakterije ali drugi biološki led 
nukleacijski delci lahko hitro prenesejo v ozračje. Drugič: biološki led nukleacijski delci so 
v zadostnem številu. Tretjič: nukleacija ledu je omejujoč dejavnik za začetek padavin. 
 
Organizmi, ki povzročajo nukleacijo ledu igrajo pomembno vlogo v ekologiji. Imajo 
zmožnost sprožitve zamrzovanja pri temperaturah nad lediščem vode. Izvrsten primer takega 
mikroorganizma je že omenjeni Pseudomonas syringae, ki na svoji površini tvori posebne 
led nukleacijske proteine (LNP). Poleg izkoriščanja teh lastnosti za patogenezo rastlin lahko 
s svojimi prilagoditvami vpliva na zamrzovalne procese v atmosferi, s čimer vpliva na razvoj 
oblakov in ozračja (Morris in sod., 2013). Ob stiku bakterije in vode se vodikove vezi 
strukturno uredijo. LNP imajo zapleteno strukturo hidrofilnih in hidrofobnih odsekov, ki 
olajšajo nukleacijo ledu. Dalje je prehod zmrzovanja olajšan z učinkovitim odvajanjem 
latentne toplote iz nukleacijskega mesta. LNP so pritrjeni na površini celične stene bakterij. 
Terminalni konci LNP so zgrajeni iz ponavljajočih odsekov aminokislinskih ostankov 
treonina in serina, ki posnemata strukturo ledu s svojimi hidroksilnimi skupinami na 
stranskih skupinah. Posnemanje ledu na mestih nukleacije služi kot temelj za organizacijo 
vode v obliko kristala, ta pa pospeši nukleacijo in tvorbo ledenih kristalov (Pandey in sod., 
2016). 
 
Bioprecipitacija se je pojavila in ohranila zaradi pozitivne izbire mehanizma s strani rastlin 
in mikroorganizmov. Padavine odlagajo mikroorganizme v pogojih, ki ustrezajo njim in 
njihovim gostiteljskim rastlinam, s čimer pridobijo kompetitivni fitnes v določenem okolju. 
Ta vodi v pozitivno izbiro aktivnosti nukleacije ledu s strani mikoorganizma (Morris in sod., 
2014). Z dežjem zalite rastline podpirajo razmnoževanje mikroorganizmov in nadaljnje 
razširjanje več led nukleacijskih mikroorganizmov (Hirano in Upper, 2000) in s tem 
omogočijo pozitivno povratno zanko promocije tovrstnih mikroorganizmov. 
 
V ozračju lahko nukleacija ledu prinese mikroorganizmom, razpršenim v oblaku, prednosti. 
Tak organizem omeji svoj čas, ki ga preživi v ekstremnih pogojih višje v atmosferi, saj lahko 
izsuševanje in  sevanje UV s časom povzroči upad preživetja bakterij. Nukleacija ledenega 
kristala je podobna izdelavi lastnega transporta za vrnitev na Zemljo. Objave kažejo, da 
poleg živih bakterij, tudi ostanki liziranih celic vplivajo na pospešeno nukleacijo toče 
(Amato in sod., 2015; Attard in sod., 2012). 
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Primer koristi je zmrznjena kapljica rose na listu, ki lahko ob kristalizaciji predre povrhnjico 
lista in omogoči lažji dostop bakterijam do hranilnih snovi. Morris in sod. (2010) trdijo, da 
je ta lastnost povezana s stopnjo patogenosti, kar povečuje verjetnost, da sev postane 
močnejši patogen za širši krog rastlinskih gostiteljev. Kieft in sod. (1988) dokazujejo, da v 
sušnih okoljih ta mehanizem lahko uporabijo lišaji namočeni v rosi, za zbiranje vode. 
Fröhlich-Nowoisky in sod. (2015) dokazujejo simbiotski odnos. Mikroorganizmi in rastline 
izkoristijo zmrzovanje tal, da se na račun ledu drobijo tla ali mineralni skupki, za lažjo 
dostopnost do drugače vgrajenih in nedostopnih organskih snovi in fosforja. 
 
2.3 ABIOTSKI DEJAVNIKI 
 
Poznano širok nabor snovi, ki ima sposobnost heterogene nukleacije ledu. Različne saje, 
mineralni prah (puščavski pesek), kovinski delci (DeMott in sod. 2003), anorganske 
kristalne trdne snovi (srebrov jodid), aminokislinski kristali, dolgoverižni alkoholi in 
organske spojine, lahko katalizirajo zamrzovanje super ohlajene vode. Prepoznali so tudi 
snovi kot so kombinacije terpenov in drugih drevesnih olj z jodom v bližini gozdov, ki imajo 
učinek nukleacijskega jedra (Szyrmer in Zawadzki, 1997). Zaradi širokega nabora različnih 
nukleacijskih jeder bi lahko pomembno vlogo pri precipitaciji igrali tudi delci mikroplastike. 
 
2.3.1 Prisotnost mikroplastike v okolju  
 
Onesnaževanje s plastiko je naraščajoča težava za okolje, saj proizvodnja plastike iz leta v 
leto narašča in je leta 2015 znašala že 380 milijonov ton letno (Geyer in sod., 2017).  Letna 
proizvodnja plastičnih odpadkov pa naj bi se v naslednjih 30 letih le še povečevala na skupno 
3,4 milijarde ton (Silpa in sod., 2018). Mnoge države imajo še vedno neučinkovite sisteme 
ravnanja z odpadki in sisteme za čiščenje vode, ki omogočajo uhajanje odpadkov v okolje. 
Nepravilno ravnanje s plastičnimi odpadki se lahko do leta 2060 potroji s 60 do 99 milijonov 
ton na 155 do 265 milijonov ton plastičnih odpadkov na leto (Lebreton in Andrady, 2019). 
Poleg tega je plastika zasnovana, da vzdrži različne pogoje v okolju, zato vztraja v okolju 
dalj časa. Tako je skoraj pričakovano, da so plastična onesnaževala vseprisotna in o njih 
poročajo iz okolice mestnih središč, na kopnem in v vodi. Od obrežij oddaljenih nenaseljenih 
otokov, morske površine, vodnega stolpca in globokega morskega dna (Bergmann in sod., 
2017). Plastična onesnaževala so dosegla tudi polarna območja, vključno z arktičnimi 
obalnimi območji, morskim ledom, vodnim stolpcem, morsko gladino in morskim dnom 
(Sliki 5 in 6) (Lusher in sod., 2015). Količine odpadkov na arktičnem morskem dnu so se v 
zadnjih 15 letih znatno povečale, kar dokazuje časovna raziskava Tekman in sod. (2017). 
Postavlja se vprašanje kako mikroplastični delci prepotujejo tovrstne razdalje in kako jih 
dokazati (Bergmann in sod., 2019). 
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Slika 7: Prikaz mikroplastike pridobljene iz vzorcev snega (Bergmann in sod., 2019). Slika A prikazuje 
filament polistirena s Svalbarda (dolžina 1101 µm). Slika B prikazuje polipropilenski fragment iz Heligolanda 




Slika 8: Geografski prikaz lokacij vzorčenja ter kvalitativni prikaz količine izolirane mikroplastike (Bergmann 
in sod., 2019).  Slika A prikazuje vzorčna mesta na Arktiki (ledene plošče - ICE in Svalbard - SV). Slika B 
prikazuje lokacije v Evropi (HL- Heligoland, BR- Bremen, BV- Bavarska, TSCH- Tschuggen, DV- Davos). 
Velikost krogov, ki označujejo lokacijo vzorčenja prikazuje količino mikroplastike na liter prikazano z 
logaritemsko skalo kot navedeno v legendi slike. 
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2.3.1.1 Vrste mikroplastike 
 
Pod vplivom svetlobe, mehanskega delovanja, valovanja in temperaturnih nihanj, plastični 
delci razpadejo na manjše delce in jih, ko dosežejo velikost pod 5 mm, imenujejo 
mikroplastika (Preglednica 1). Mikroplastika se deli v dva velikostna razreda: mikro (5 mm 
do 1 µm) in nanoplastika (<1 µm). Poznamo dva tipa mikroplastike. Primarna mikroplastika 
je tista, ki se neposredno sprošča v okolje v obliki majhnih delcev. Lahko so dodatek 
izdelkom, kot so čistilna sredstva (abrazivna sredstva) in kozmetični izdelki. Izvirajo lahko 
tudi iz obrabe velikih plastičnih predmetov med izdelavo, uporabo ali vzdrževanjem, kot je 
erozija pnevmatik med vožnjo ali zaradi odrgnine sintetičnih tekstilij med pranjem. 
Sekundarna mikroplastika je tista, ki izvira iz degradacije večjih plastičnih predmetov na 
manjše plastične drobce, ki so izpostavljeni silam okolja. To se zgodi zaradi nepravilnega 
ravnanja z odpadki ali nenamerne izgube (Boucher in Friot, 2017). V zadnjem času je vse 
več raziskav usmerjenih v detekcijo in kvantifikacijo plastike nanometerskih velikosti, 
vendar zaradi metodoloških omejitev, ta ostaja še zelo slabo zaznavna (Ter Halle in sod., 
2017).  
 
Preglednica 1: Tip plastike s podano gostoto in navedenim namen uporabe (Driedger in sod., 2014). 
Vrsta plastike Kratica Gostota [g/cm3] Pogosta uporaba 
Ekspandirani poliestiren EPS 0,01–0,04 Penasti kozarčki in krožniki, pladnji, embalaža 
Polipropilen PP 0,85-0,92 Avto deli, embalaža za hrano, slamice, zamaški 
Polietilen PE 0,89-0,98 Nakupovalne vrečke, plenice, plastenke, zamaški 
Akrilonitril butadien stiren ABS 1,04–1,06 Ohišje elektronike, pipe 
Polistiren PS 1,04–1,08 Krožniki, pribor, igrače 
Poliamid (najlon) PA 1,13–1,16 Ščetke, ribiške vrvice, mreže, vrvi 
Polimetil metakrilat PMMA 1,16–1,20 Korekcijske leče, barva, steklo 
Polikarbonat PC 1,20–1,22 CD, DVD 
Acetat celuloze CA 1,30 Cigaretni filtri 
Polietilen tereftalat PET 1,38–1,41 Tekstil, plastenke, jermeni 
Polivinil klorid PVC 1,38–1,41 Folije, cevi, ograje,  
Politetrafloroetilen PTFE 2,10–2,30 Izolacija kablov, ležaji, zobniki 
Polivinil alkohol PVA 1,19−1,31 Tekstil, premazi, fotografski papir 
Poliuretan PU 1,20 Pena, izolacija, tesnila, preproge 
 
2.3.1.2 Atmosferski prenos mikroplastike 
 
Zdi se, da je atmosferski prenos pomembna pot za odlaganje mikro in nanoplastike na 
oddaljenih območjih, kar potrjujejo številne raziskave. Dokazali so prisotnost mikroplastike 
v atmosferi večjih mest, kot so Dongguan (Kitajska) in Teheran (Iran) (Dehghani in sod., 
2017). V Parizu (Francija) so se koncentracije mikroplastike po dežju povečale do petkrat, 
kar kaže na to, da je prenos s kapljevinami lahko pogost način nanosa na kopenske in vodne 
površine. Drugi način je suhi prenos v obliki snega, saj je ta pogost prenašalec nečistoč iz 
atmosfere. Zanimiv primer je tibetanska planota, ki je obdana z južno in vzhodno Azijo, kjer 
je proizvedenih 50 % od 348 milijonov ton svetovne plastike. Na tibetanski planoti, so bila 
v zadnjih letih izčrpno opisana onesnaževala, kot so živo srebro, črni ogljik in obstojna 
organska onesnaževala (Kang in sod., 2016; Zhang in sod., 2017). Te raziskave ponazarjajo 
pomen dolgih razdalj prenosa od onesnaženega ozračja do okolja tibetanske planote. V regiji 
se nahaja visoka koncentracija ledenikov, ki so idealni objekti za preučevanje atmosferskega 
nalaganja mikroplastike v okolju, saj ledeniška masa izvira le iz atmosferskega nalaganja, 
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ledeniki pa se nahajajo daleč stran od človeških dejavnosti. Z uporabo modificirane metode, 
ki se uporablja za analize mikroplastike v arktičnem morskem ledu (Peeken in sod., 2018), 
so Zhang in sod. (2019) na tibetanski planoti zaznali mikroplastiko v ledenikih z visoko 
nadmorsko višino. Za vzorčenje so izbrali več ledenikov višjih od 4000 m nad morjem, ki 
se nahajajo več kot 100 km od mestnih ali industrializiranih območij. Ti rezultati potrjujejo 
medkrajevni atmosferski prenos mikroplastičnih onesnažil do tako oddaljenih območij 
(Slika 8). V tej raziskavi so vlakna, fragmente in njihove sestavne dele polietilen teraftalat 
(PET), polikarbonat (PC), polipropilen (PP) in najlon identificirali z uporabo mikro-FTIR 




Slika 9: Mikroplastika (PET, PC), odkrita v ledenikih na tibetanski planoti (Zhang in sod., 2019) 
 
2.3.1.3 Problematika in škodljivi vplivi na okolje in človeka 
 
Številne kemijske in fizikalne lastnosti mikroplastike in nanoplastike podpirajo domnevo, 
da lahko izpostavljenost tem delcem povzroči toksičen učinek (Browne in sod., 2007; 
Hollman in sod., 2013; Koelmans in sod., 2015). Fizična prisotnost mikroplastike je lahko 
strupena zaradi zmožnosti, da poškoduje organizem zaradi blokade prebavne poti ali 
poškodbe tkiv nekaterih organizmov (Wright in sod., 2013). Toksičnost nanoplastičnih 
delcev je lahko odvisna od njihove zmožnosti prehajanja preko črevesne stene, vstopa v 
sistemski obtok, prodiranja skozi celice in interakcije z biološkimi makromolekulami, kot 
so lipidi in beljakovine (Bouwmeester in sod., 2015). Plastika je sestavljena iz monomerov, 
kot so bisfenol A, stiren in vinil klorid, obogateni z dodatki, kot so mehčalci (ftalati), 
protimikrobnimi zdravili (triklozan) in zaviralci gorenja (polibromirani difenil etri). Ob 
sproščanju iz plastike, lahko ti monomeri in aditivi ob vdihavanju toksično vplivajo na divje 
živali in ljudi (Browne in sod., 2007; Cole in sod., 2011). Mikroplastika lahko služi kot 
vektor za prenos kemikalij iz okolja. Zaradi velikega razmerja med površino in volumnom 
ter zaradi hidrofobnosti lahko mikroplastika adsorbira in koncentrira onesnaževala iz okolja, 
kot so poliklorirani bifenili, policiklični aromatski ogljikovodiki in organoklorni pesticidi 
(Engler, 2012; Hollman in sod., 2013; Koelmans in sod., 2015). Na mikroplastiki so odkrili 
adsorbirane tudi kovine, kot so kadmij, krom in svinec, zbrani v morskem okolju (Rochman 
in sod., 2014). Poleg tega lahko mikroplastika služi kot ekološka niša za mikrobne skupnosti 
(t.i. „plastisfera“) in lahko deluje kot vektor za prenos potencialnih patogenov (McCormick 
in sod., 2014; Zettler in sod., 2013) 
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Mikroplastika ima več škodljivih ekoloških učinkov. Po zaužitju mikroplastike izzvane 
tekom laboratorijskih poskusov so poročali o škodljivih učinkih pri različnih organizmih 
(Eerkes-Medrano in sod., 2015; Lusher in sod., 2015). Pri nižjih trofičnih ravneh, na primer 
v algah, so pri izpostavljenosti nanoplastiki opazili zmanjšan proces fotosinteze in povečano 
sproščanje reaktivnih kisikovih zvrsti (Lusher in sod., 2015). Pri deževnikih izpostavljenim 
mikroplastiki so poročali o zmanjšanem hranjenju živali in zalog lipidov ter povečanju 
oksidativnega stresa v celicah (Eerkes-Medrano in sod., 2015). Učinki so bili opaženi tudi 
na višjih trofičnih nivojih (Eerkes-Medrano in sod., 2015; Lusher in sod., 2015). Pri školjkah 
klapavicah je bilo ugotovljeno, da mikroplastika lahko vstopi v limfni sistem in sproži 
imunski odziv. Ribe, ki so bile izpostavljene mikroplastiki in pirenu, so doživele spremembe 
v metabolizmu ali biotransformacijo pirena, pomanjkanje energije in zaviranje aktivnosti 
acetilholinesteraze. Dodatne raziskave na ribah (japonska medaka) poročajo o stresu jeter 
(npr. Izčrpavanju glikogena, celičnim spremembam) in o spremembah izražanja genov, ki 
kažejo na endokrino motnjo, po izpostavitvi mikroplastiki z ali brez onesnaženja z 
onesnaževali iz okolja. Kot je navedeno v Koelman in sod. (2015) so laboratorijski poskusi 
z nanoplastiko poročali o zmanjšanem hranjenju s filtracijo pri školjkah, toksičnosti in 
spremembah izražanja genov v zarodkih morskega ježa ter o učinkih na presnovo lipidov in 
obnašanje krapov. 
 
2.3.2 Metode za detekcijo mikroplastike 
 
Mikroplastiko različnih velikosti, oblik in polimernih vrst je težko v celoti in zanesljivo 
opredeliti iz kompleksnih okoljskih vzorcev z eno samo analitično metodo, zato se uporablja 
kombinacija več analitskih tehnik. Analiza mikroplastike na splošno sestoji iz dveh korakov, 
ki sta fizikalna karakterizacija plastičnih mas (npr. mikroskopija), ki ji sledi kemijska 
karakterizacija (npr. metode, ki temeljijo na spektroskopiji) za potrditev vrste plastike. 
Vsaka metoda in različne kombinacije imajo prednosti in omejitve (Shim in sod., 2016). 
 
Stereo mikroskopija je široko uporabljena metoda identifikacije mikroplastike, katere 
velikost spada v velikostni rang do sto mikronov. Povečane slike z uporabo mikroskopije 
zagotavljajo podrobne informacije o teksturi površine in strukturne informacije o delcu, kar 
je bistveno za prepoznavanje dvoumnih, plastiki podobnih delcev. Raziskave pri katerih je 
mikroskopiji sledila spektroskopska analiza, so pokazale, da je bila lažna identifikacija 
plastiki podobnih delcev z uporabo mikroskopije pogosto več kot 20% za obarvane in več 
kot 70% za prozorne delce. Vrstična elektronska mikroskopija (SEM) lahko zagotovi 
izredno jasne slike delcev podobne plastiki z visoko ločljivostjo površinske teksture delcev, 
ki olajšajo razlikovanje mikroplastike od organskih delcev (Shim in sod., 2016). 
 
FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) spektroskopija zagotavlja informacije 
o kemijskih vezeh delcev. Polimerne materiale na osnovi ogljika s to metodo zlahka 
identificiramo saj imajo različne kemijske vezi specifične vibracijske značilnosti pri 
absorpciji infrardeče svetlobe (IR) zaradi česar oddajajo specifične spektre, ki ločujejo 
plastiko od drugih organskih in anorganskih delcev. Primerjava spektra vzorca s spektri v 
knjižnici spektrov polimerov, omogoča identifikacijo določenih vrst polimerov. 
 
Majhne delce mikroplastike (<100 µm) analiziramo z metodo μ-FTIR. Ta se uporablja za 
izvajanje tako mikroskopskega opazovanja mikro delcev manjših od 100 um kot tudi 
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spektrofotometrično analizo spektra opazovanih delcev (Löder M. in sod., 2015). V FTIR 
analizi mikroplastike so na voljo trije načini delovanja: transmisija, refleksija in atenuiran 
totalni odboj (ATR) (ang. Attenuated total reflection). ATR proizvaja stabilne spektre iz 
nepravilnih površin mikroplastike, ki v odbojnem načinu proizvajajo nestabilne spektre. 
Teoretično je mogoče zaznati mikroplastiko, ki je tako majhna kot premer odprtine IR snopa 
(npr. 10 μm) sonde ATR. Trenutno μ-ATR – FTIR ponuja uporabno metodo za identifikacijo 
mikroplastike v okoljskih vzorcih z identifikacijo plastiki podobnih delcev z mikroskopijo 
in kasnejšo kemijsko potrditvijo s spektroskopijo. Vendar pa je pri mikroplastiki z največjo 
dolžino <50 µm potrebno napraviti več posnetkov, da dobimo jasne spektre, ki omogočajo 
natančno identifikacijo. Ker meritev z ATR – FTIR poteka s površinskim stikom med 
delcem in sondo ATR, se pojavljajo tudi težave med meritvami. Tlak, ki ga ustvari sonda 
ATR, namreč lahko poškoduje krhko mikroplastiko, ali pa se drobni plastični delci 
spodmaknejo konici sonde ATR. Metodo FTIR se v zadnjem času nadgrajuje z združitvijo 
z dodatnimi metodami. Ena izmed njih je priključevanje detektorjev žariščne ravnine (FPA) 
na običajne sisteme FTIR. Nedavni tehnični napredek tehnologije FPA (ang. Focal Plane 
Array) omogoča sočasno hitro zbiranje tisočerih infrardečih spektrov na velikih območjih 
vzorca (Shim in sod., 2016). 
 
Ramanska spektroskopija je pogosto uporabljena tudi za identifikacijo mikroplastike. 
Laserski žarek, ki pade na predmet, ima različne frekvence odbojno razpršene svetlobe, 
odvisno od molekulske strukture in prisotnih atomov, ki ustvarjajo edinstven spekter za vsak 
polimer (Van Cauwenberghe in sod., 2013). Ramanska analiza, ne samo da identificira 
plastiko, ampak tudi omogoča skeniranje materialov po plasteh. Ramanska spektroskopija 
je glede na kombinacijo ne destruktivne kemijske analize primerljiva z metodo FTIR. Manjši 
premer laserskega žarka v Ramanski spektroskopiji glede na FTIR, omogoča identifikacijo 
mikroplastike v velikosti nekaj μm. Ramanska spektroskopija je še posebej uporabna za 
identifikacijo mikroplastike, saj mikroplastični delci po analizi ostanejo nespremenjeni ter 
tako primerni za morebitne nadaljnje analize. Vendar pa je Ramanska spektroskopija 
občutljiva na aditivne in pigmentne kemikalije v mikroplastiki, ki motijo identifikacijo vrst 
polimerov, prav tako je pogost pojav fluorescence materiala, ki onemogoči pridobivanje 
spektra polimera (Shim in sod., 2016). 
 
Z razvojem novih analitičnih instrumentov in njihovim povezovanjem med seboj ali z 
obstoječimi konvencionalnimi instrumenti bi lahko odpravili trenutne težave pri 
identifikaciji vrste mikroplastike. Eden od izzivov mikroplastike je omejevanje zaznavne 
velikosti. Trenutne analitske metode imajo mejo najmanjše zaznavne velikosti nekaj 
mikrometrov. Odkrivanje in identifikacija nanoplastike trenutno predstavlja velik izziv pri 
teh raziskavah. Kombinacija analitičnih metod pomaga prepoznati mikroplastiko v 
raznolikih in kompleksnih okoljskih vzorcih. Za prepoznavanje velikih mikroplastik v 
merilu milimetrov obstajajo zanesljive metode, ker pa se velikost mikroplastike zmanjšuje, 
njena identifikacija, postaja vse bolj zamudna. V zvezi z ocenjevanjem tveganja vpliva na 
zdravje ljudi je vedno večja potreba po analizi manjših velikosti plastičnih delcev. Vse večje 
je povpraševanje po spremljanju onesnaževanja z mikroplastiko na nacionalni in svetovni 
ravni, kar zahteva izboljšanje obstoječih metod in razvoj nove metodologije za izboljšano 
identifikacijo. Poleg tega je pomembno razviti zanesljive in praktične metode identifikacije 
za odkrivanje in količinsko določitev nanoplastike v okoljskih vzorcih. Popolnoma ali 
polavtomatske analitične metode, ki vključujejo metode analize slike za pridobitev fizikalnih 
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lastnosti in kemijske analize za identifikacijo plastike, ponujajo možno smer razvoja metod 
za identifikacijo mikroplastike (Shim in sod., 2016).  
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
19 




3.1.1 Vzorci toče 
 
Zrna toče so bila nabrana 11. junija v vasi Prelesje v  Beli krajini. Pobrana so bila takoj po 
padcu pozno popoldne in bila shranjene na -20 °C do prevoza na Biotehniško fakulteto v 
Ljubljani. Posamezni kosi toče so bili veliki okrog 10-12 centimetrov in po sterilni obdelavi 
površine, kot opisano spodaj, so imeli okrog 8-10 centimetrov. Volumen posameznega zrna 
toče po taljenju je bil ~130 mL. 
 
3.1.2 Kemikalije, raztopine, gojišča 
 
Preglednica 2: Kemikalije uporabljene v raziskavi 
Kemikalije Proizvajalec 
Tris-HCl (aminometan hidroklorid) Merck, Nemčija 
Agaroza E Conda, Španija 
Benzalkonijev klorid Sigma Aldrich, Nemčija 
Etilni alkohol 96 % (rafiniran) Stella Tech, ZDA 
Etidijev bromid  




BHI (Brain Heart Infusion Broth) Fluka. Švica 
LB (Luria Broth) LLG labware, Nemčija 
  
Raztopine  
TSE (NaCl, Tris-HCl, EDTA)  
TE (Tris-HCl, EDTA)  
GES (gvanidinijev izotiocianat, EDTA,  
N-lavrilsarkozin 
 
TBE (Tris-boratni elektroforezni pufer – Tris-borat, 
EDTA) 
 




Preglednica 3: Uporabljeni kompleti v raziskavi 
Kemikalije Proizvajalec 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Scientific, ZDA 
DNeasy PowerWater Kit Qiagen, Nemčija 
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3.1.4 Encimi in začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 4: Uporabljeni encimi in začetni oligonukleotidi 
Encimi in začetni oligonukleotidi Proizvajalec 
Dream Taq Green PCR Master Mix (2x) Thermo Scientific, ZDA 
RNase A, DNase and Protease free Thermo Scientific, ZDA 
GeneRulerTM 1kb DNA Ladder MBI Fermentas, ZDA 
Lizocim  
Proteinaza K Thermo Scientific, ZDA 
DNaza Thermo Scientific, ZDA 
16S 1495 (CTACGGCTACCTTGTTACGA)  
16S 1392 (ACGGGCGGTGTGTRC)  
 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema 
Aparatura Tip/Model Proizvajalec 
PCR Mastercycler, nexus GX2 
flexlid 
Eppendorf 
Centrifuge Centrifuge 5418 
Centrifuge 5415 R 
Eppendorf 
Eppendorf 
MQ sistem Arium mini 
Milli-Q RG 
Sartorius, Nemčija 
Merck Millipore, ZDA 
Fotoaparati in kamere Axiocam 105 color Zeiss, Nemčija 
Iluminatorji G:BOX Syngene, Velika Britanija 
Merilniki konc. DNA/RNA Qubit 4 
Nanodrop 1000 
Invitrogen 
Thermo Scientific, ZDA 
Mikroskopi 
 
NT-mdt ntegra spectra I 
SteREO Discovery V8 
FTIR: mikro-FTIR 
TEM Talos L120C 
Zeiss imager Z1M 
WITec Alpha 300R 
Hyperion 3000 FTIR 
Spectrum Instruments, ZDA 
Zeiss, Nemčija 
Perkin-Elmer, ZDA 




pH meter pH Seven Multi Metler Toledo, Švica 
Tehtnica L420 Sartorius Lab, Nemčija 
Elektroforezni sistem EPS 1001 Amersham Pharmacia Biotech, 
Švedska 
Kopeli Isotemp 215 Thermo Scientific, ZDA 
Mikrovalovna pečica R-212 Sharp, Velika Britanija 
Stresalnik Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
Evaporator miVac duo concentrator Genevac, Velika Britanija 
Vakumska črpalka Sartorius Sartorius steadim, Nemčija 
Filtri Sartorius 0,22 
Sartorius (stekleni) 
i3 TrackPor (zlati filtri) 
Sartorius steadim, Nemčija 
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3.2.1 Obdelava vzorcev toče 
 
Kosi toče so bili takoj po padcu na travniška tla shranjeni pri temperaturi -20 °C. Ključen 
postopek pri analizi toče je površinska obdelava in sterilizacija. Postopek površinske 
obdelave toče smo izvedli kot je bilo opisano v predhodnji študiji mikrobiološke analize 
manjše toče (Šantl Temkiv in sod., 2012). Laminarij smo natančno očistili s 70 % raztopino 
etanola. Laminarij smo nato sterilizirali z UV svetlobo za 30 minut. Predhodno z 
detergentom in 70 % etanolom očistili vso potrebno steklovino in kovinske pripomočke. 
Sledi suha sterilizacija. Pripravili smo potrebno sterilizacijsko raztopino (1 % benzalkonijev 
klorid, 62 % etanol in dodatek sterilne MiliQ vode) in približno 2 L sterilne MiliQ vode. Vse 
uporabljene materiale in raztopine smo ohladili v hladni sobi na 4 °C in pripravili posodice 
z ledom. Sledil je cikel sterilizacije in spiranja površine toče s sterilno vodo, da smo očistili 
površino morebitnih kontaminacij. Preostali kos toče smo stopili v sterilni čaši pri 4 °C. V 
nevihti v mesecu juniju leta 2018 smo v Ljubljani nabrali točo v velikosti do 2 cm in jo do 
analize hranili pri -20 °C. Vzorce toče smo tretirali kot opisano zgoraj le, da smo v 
sterilizacijski raztopini stalili manjši ovoj toče.  
 
3.2.2 Osamitev bakteriofagov in fagne DNA 
 
Staljeno točo smo prenesli v centrifugirke in centrifugirali vodo toče pri 10 min pri 10000 g, 
da so se posedli večji delci. V nadaljevanju smo izvedli filtracijo supernatanta s filtri z 
velikostjo por 0,22 µm. Filtratu smo dodali sterilno pripravljen PEG 6000 in 2,5 M NaCl, 
obe raztopini ohlajeni na 4 °C. Zmes smo inkubirali preko noči  pri 4 °C, da poteče 
precipitacija virusnih delcev. Slednje smo poseli s centifugiranjem za 45 minut pri 25000  
g. Previdno smo odstranili supernatant in previdno resuspendirali  pelet bakteriofagov s stene 
centrifugirk s 1x raztopino PBS (fosfatni pufer). Sledil je dodatek encimov RNaze in DNaze 
(ThemoScientific, ZDA), da smo razgradili prosto DNA tekom 1h inkubacije pri 37 °C. Za 
inaktivacijo nukleaz smo dodali 15 mM EDTA in zmes inkubirali 10 min pri  37 °C ter nato 
10 min pri 75 °C. Za razgradnjo kapsid fagov, sprostitev genomov fagov, smo odali 1 mg/mL 
proteinaze K in 1 h inkubirali reakcijsko zmes pri 60 °C. V nadaljevanju smo z dodatkom 3 
M K-acetata (pH 5,2) na ledu  za 15 minut pričeli s čiščenjem in koncentriranjem nukleinskih 
kislin. Sledil je dodatek 1x volumna F:K:I (25:24:1; razmerje volumnov) , obračanje epice 
in centrifugiranje pri 12000 g za 5 min, da smo peletirali oborjene nukleinske kisline. Dodali 
smo 1x volumen ledenega izopropanola, 10-krat obračali epico in centrifugirli pri 12000 g 
za 5 min. Sledi spiranje peleta z 1 mL ledenega 80 % etanola. Pelet smo posušili na sobni 
temperaturi in resuspendirali v 10-20 µL sterilne destilirane vode. Čistost in koncentracijo 
nukleinskih kislin smo določili spektrofotometrično z aparatom NanoDrop 1000 (Thermo 
Scientific) in fluorometrično kvantifikacirali z aparatom Qubit v4 in Qubit dsDNA HS (High 
Sensitivity) Assay Kit (oba Thermo Fisher Scientific, ZDA) A260/280 , kjer je meritev 
pokazala vrednsot med 1,8 in 2,0. Pri metodi meritve z inštumentom Qubit pa zaradi 
prenizke koncentracije DNA, naprava ne pokaže ocene kakovosti vzorca. 
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3.2.2.1 Analiza bakteriofagov s presevno elektronsko mikroskopijo 
 
Za priprave vzorcev za presevno elektronsko mikroskopijo (TEM ang. »transmission 
electron microscopy«) smo izvedli negativno kontrastiranje. Vzorce različnih redčitev smo 
nanesli na bakrove mrežice premera 3 mm (SPI, 400 mesh), prevlečene s plastično folijo 
formvar in naparjene z ogljikom. Po 5 ali 10 min inkubacije smo odvečni vzorec spirali s 
kapljico MiliQ vode ali odstranili s pomočjo filter papirja brez spiranja. Nadaljevali smo s 
kontrastiranjem z 1 % vodno raztopino uranil acetata. 
 
3.2.3 Izolacija metagenoma bakterij  
 
Stopljeni vzorec površinsko obdelane toče, volumna 2 mL, smo odpipetirali v novo 
mikrocentrifugirko, centrifugirali 90 min pri 12000 g na 4 °C. Supernatant smo previdno 
odstranili in pelet resuspendirali v 10 µl pufra TE. Suspenzijo celic smo izpostavili 
trikratnemu ciklu zmrzovanja in segrevanja pri temperatiurah -80 °C in 65 °C, da sprostimo 
celično vsebino. Zaradi morebitnih izgub DNA nismo uporabili dodatnih postopkov 
čiščenja.  
 
3.2.3.1 Izolacija bakterij 
 
Pred centrifugiranjem in sterilnim filtriranjem staljene toče smo odvzeli 100 µL vzorca za 
nanos na plošče. Vzorčili smo bakterije zrasle v bogatih gojiščih LB in BHI. Spremljali smo 
rast bakterijskih kultur na ploščah in jih precepili do čiste kulture za nadaljnjo 
indentifikacijo. 
 
3.2.3.2 Indentifikacija bakterij (določitev nukleotidnega zaporedja 16S rRNA) 
 
Po pridobitvi čistih kultur smo izvedli kolonijski PCR z začetnimi oligonukleotidi 16S 1495 
(CTACGGCTACCTTGTTACGA, vsi začetniki so v nalogi pisani 5`- proti 3`-) ter 16S 1392 
(ACGGGCGGTGTGTRC) za pomnoževanje 16S rRNA za indentifikacijo bakterij.  
 
V nadaljevanju smo izolirali genomsko DNA bakterij zraslih do posameznih kolonij. S 
cepilno zanko smo prenesli po 1 bakterijsko kolonijo v posamezno epico in jo resuspendirali, 
sprali v 1,4 mL pufra TSE. Bakterijski pelet smo pripravili s centrifugiranjem pri 12000 g 
za 1 min. Usedlino bakterij smo resuspendirali v 35 µl lizocima (50 µg/mL) raztopljenega v 
pufru TE. Zmes smo dobro premešali na vrtinčniku in inkubirali za 30 minut v vodni kopeli 
pri 37 °C. Za dodatno razbitje celične stene ter za denaturacijo proteinov smo dodali 
celičnemu lizatu 500 µL raztopine GES in močno premešali ter inkubirali 10 min v ledeni 
kopeli. Po inkubaciji smo ob mešanju dodali 250 µL ohlajene 7,5 M raztopine amonijevega 
acetata ter ponovno inkubirali 10 minut v ledeni kopeli nakar smo v digestoriju dodali  500 
µL mešanice K:I (24:1) in dobro premešali. 3 min smo centrifugirali pri 12000 g, da smo 
pridobili vono in kloroform fazo.  Revino smo prenesli zgornjo, vono fazo  v novo 
mikrocentrifugirko, kateri smo dodali 500 µL mešanice F:K:I (25:24:1). Ponovili smo korak 
centrifugiranja in prenosa vodne faze z DNA v novo mikrocentrifugirko.  Za obarjanje DNA 
smo vodni raztopini dodali 0,54 volumen hladnega 2-propanola. Po centrifugiranju (12000 
g, 1 min)  Smo odstranili supernatant in  oborino kromosomske DNA sprali trikrat z 1 mL 
80 % etanola. Genomsko DNA bakterij smo posušili  pri 37 °C in jo resuspendirali v 50 µL 
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sterilne vode. Molekul RNA smo se znebili z dodatkom RNaze v koncnetraciji 50 µL/mL za 
30 minut v vodni kopeli na 37 °C. RNazo smo inaktivirali z 10 minutno izpostavitvijo  
temperaturi 65 °C. 
 
Po izolacije genomske DNA smo preverili uspešnost izolacije, DNA smo ločili z 
elektroforezo na 1 % agaroznem gelu in DNA obarvali z etidijevim bromidom ter DNAa v 
vzorcu primerjali s standardom za velikosti pomnožkov Generuler 1 kb DNA ladder 
(Thermo Scientific). Dodatno smo preverili koncentracijo in čistost izolirane genomske 
DNA spektrofotometrično z aparatom NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, ZDA). 
 
Zaradi visokih koncentracij genomske DNA smo vzorce 10x redčili in s tem optimizirali 
delovanje metode verižne reakcije s polimerazo (PCR). Za reakcijo pomnoževanja gena za 
16S rRNA bakterij smo v vsako PCR mikrocentrifugirko z volumnom 200 µl odpipetirali 1 
µL vzorčne DNA koncentracije 200 ng/ µL, dvakrat 1,4 µL izbranega začetnega 
oligonukleotida koncentracije 10 pmol/µL, 17,5 µL  PCR mešanice z DreamTaq polimerazo 
(Thermo Scientific, ZDA), ki vsebuje optimizirano sestavo DNA polimeraze, pufra, MgCl2 
in dNTP. Do končnega volumna 35 µl smo dopolnili s sterilno vodo.  
 
Za reakcijo pomnoževanja gena (dolžine 400-900 baznih parov) za 16S rRNA smo uporabili 
naslednje razmere. Za začetno denaturacijo 95 °C 5 min. Sledi 30 ciklov. Denaturacija 94 
°C 30 s, vezava začetnih nukleotidov 60 °C 30 s, podaljševanje verige DNA 72 °C 1,5 min 
in zaključno podaljševanje verige DNA 72 °C 4 min. 
 
Za izvedbo metode PCR smo uporabili začetne oligonukleotide v koncentraciji 10 pM za 
pomnoževanje regije 16S rRNA regije (F 1392 (ACGGGCGGTGTGTRC) in R 1495 
(CTACGGCTACCTTGTTACGA). Analizo pomnožkov smo izvedli z gelsko elektroforezo 
z 1 % agaroznim gelom in obarvali z etidijevim bromidom ter primerjali s standardom za 
velikosti pomnožkov Generuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific). Koncentracijo in 
čistost pomnožene DNA smo preverili spektrofotometrično z aparatom NanoDrop 1000, kot 
je opisano zgoraj(Thermo Scientific, ZDA). 
 
Pomnožke v PCR mešanicah smo za nadaljnjo analizo določanja nukleotidnega zaporedja 
očistili po navodilih proizvajalca s kitom GeneJET PCR purification kit (Thermo Scientific). 
Nukleotidno zaporedje je določilo podjetje Microsynth (Avstrija) z metodo sekvenciranja po 
Sangerju. 
 
Pridobljene sekvence smo analizirali z orodjem BLASTn (ang. Basic Local Alignment 
Search Tool) in ob uporabi zbirke vseh javno dostopnih nukleotidnih zaporedij. 
  
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
24 
3.2.4 Izolacija in identifikacija mikroplastike  
 
Izolacijo mikroplastike iz toče smo naredili v dveh poskusih: a) prvi poskus, pri katerem 
smo eno kroglo toče odtalili v enem koraku in b) drugi poskus pri katerem smo taljenje in 
filtracijo ene krogle toče izvedli po frakcijah. 
 
3.2.4.1 Prvi poskus 
 
Toča je bila pred analizo shranjena na -20 °C. Prenesli smo jo v čisto sterilno čašo, ki je bila 
očiščena in shranjena tako, da ni vsebovala plastičnih kontaminant (3x sprana z MiliQ vodo 
in pokrita z alu folijo) Predhodno smo točo površinsko obdelali z Mili-Q vodo, da smo 
odstranili delce s površine toče, ki so se prilepili na točo ob trku le te ob tla, s čimer smo 
preprečili kontaminacijo vzorca. Točo smo rahlo stalili in jo s čistim kovinskim orodjem 
prijeli, dodatno sprali z Mili-Q vodo in prenesli v čisto čašo, kjer se je toča počasi stalila na 
sobni temperaturi. Končni volumen staljene toče je bil 150 ml.  Vodo staljene toče smo 
prefiltrirali z vodno vakumsko črpalko in sistemom za filtriranje Sartorius skozi filter s 
steklenimi vlakni s porami premera 0,45 µm. Filter smo prenesli v čisto stekleno petrijevko 
in jo zaprli. Sledil je pregled s stereo mikroskopom SteREO Discovery V8 in slikanje s 
kamero Axiocam 105 color (Zeiss, Nemčija). S pomočjo AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 
programom smo izmerili dolžine mikroplastičnih niti in drugih organskih in anorganskih 
delcev. 
 
Sledila je analiza z ramanskim spektrometrom NT-MDT NTEGRA SPECTRA I na Institutu 
Jožef Stefan, s katerim smo želeli pogledati kemijsko sestavo delcev, za katere smo smatrali, 
da bi lahko bili polimernega izvora. Filter s steklenimi vlakni smo nastavlili na premično 
mizico pod objektivom, kar nam je omogočalo natančno premikanje vzorca pod vidnim 
poljem in ciljanje z laserjem različnih valovnih dolžin. Uporabljali smo rdeč laser valovne 
dolžine 650 nm in moder laser valovne dolžine 488 nm, kasneje pa tudi zelen laser valovne 
dolžine 532 nm. Mikroplastična vlakna niso oddajala lepega spektra oziroma je bil signal 
zelo šibak z veliko fluorescence, kar je oteževalo in onemogočalo njihovo identifikacijo. 
Težava je bila predvsem v širni vlaken, ki so bila preozka, zato je bilo polje meritve širše od 
vzorca in smo dobili signal tudi podlage.  
 
Naslednja uporabljena metode za kemijsko identifikacijo mikroplastičnih vlaken je bila 
uporaba mikro-FTIR mikroskopa na Kemijskem inštitutu. Z infrardečim laserjem in 
germanijevo sondo (ATR) smo prav tako skušali zadeti vlakno, toda tudi s to metodo nismo 
uspeli dobiti uporabnih spektrov. S tehniko refleksije smo dobili slabo intenziteto spektra z 
velikim deležem šuma, z ATR tehniko pa nismo mogli zadeti samo vlakna, ampak vedno 
tudi podlago, kar je vplivalo na spekter. 
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3.2.4.2 Drugi poskus 
 
Toča pri drugem poizkusu je bila pred analizo prav tako shranjena na -20 °C. Prenesli smo 
jo v predhodno čisto čašo, ki je bila pripravljena, tako da ni vsebovala plastičnih 
kontaminant, pripravljena po postopku opisanem zgoraj. Predhodno smo točo površinsko 
obdelali z Mili-Q vodo, da smo odstranili delce s površine toče, ki so se prilepili na točo ob 
trku le te ob tla, s čimer smo preprečili kontaminacijo vzorca. Točo smo rahlo stalili in jo s 
čistim kovinskim orodjem prijeli, dodatno sprali z Mili-Q vodo in prenesli v sterilno čisto 
čašo, kjer se je toča počasi stalila na sobni temperaturi. Tokrat smo spremenili pristop 
taljenja. Toča zaradi dvigovanja in spuščanja v oblaku nastaja v plasteh oziroma ovojih (npr. 
čebula) zato smo jo na ta način tudi talili. Odločili smo se za zbiranje frakcij volumna 
približno 20 mL. Med taljenjem posameznega ovoja smo točo previdni obračali, da se je 
topila enakomirno po celotni površini. Posamezno frakcijo smo z očiščeno in sprano 5 mL 
pipeto prenesli v očiščeno stekleničko. Zbrali smo skupaj 8 frakcij. Posebej smo opazovali 
8 frakcijo pod stereo-mikroskopom ter izmerili in dokumentriali premer centra toče. 
Celokupni volumen staljene toče je bil 160 mL. 
 
Pri drugi analizi smo uporabili filtre z zlatim nanosom (i3 TrackPor) premera 13 mm in 
velikostjo por 0,8 µm ter jih namestili v nosilce za filtracijo s siringami. Za spremembo 
filtrov smo se odločili, ker nam je filter iz steklenih vlaken onemogočal zaznavo prozornih 
vlaken in snemanje IR spektrov, saj že sam steklen filter ob osvetlitvi z IR žarkom oddaja 
velik signal. Filtri naprašeni s plastjo zlata so zaradi nižje stopnje fluorescence primernejši 
za uporabo pri Ramanski ali IR spektrometriji. Za vsako posamezno frakcijo smo uporabili 
po en filter. Frakcije v stekleničkah smo prenesli v brizge in filtre namestili v nosilce ter 
izvedli filtracijo. Vsako stekleničko posebej smo sprali z Mili-Q vodo, da smo zagotovili 
popoln prenos delcev na filter. Vsak filter smo prenesli v čisto stekleno petrijevko in ovili s 
parafilmom. 
 
Poleg obdelave vzorca smo izvedli tudi dve negativni kontroli in pregled neuporabljenega 
filtra, ki služita kot primerjava vzorcu. Prva je bila zastavljena, kot filtracija 160 mL Mili-Q 
vode, da le to izločimo, kot vir vlaken. Druga pa je simulirala obliko in proces taljenja toče. 
V klasičen vodni balon smo natočili 160 mL Mili-Q vode in ga zamrznili preko noči. 
Naslenji dan smo led vzeli iz balona in ga obdelali po identičnem postopku, kot točo. Ta 
kontrola pokaže, prisotnost in vnos morebitne kontaminacije pri obdelavi vzorca. Vzorce in 
negativne kontrole smo pregledali enako kot v prvem poskusu s stereo mikroskopom 
SteREO Discovery V8 in slikanje s kamero Axiocam 105 color (Zeiss, Nemčija). S pomočjo 
AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 programom smo izmerili dolžine mikroplastičnih niti in drugih 
organskih in anorganskih delcev. 
 
Nato smo se odločili, da poskusimo še z elektronsko mikroskopijo. Uporabili smo vrstični 
elektronski mikroskop lociran na Institutu Jožef Stefan (IJS). Metoda nam je omogočila 
podrobno opazovanje izbranih filtrov in zazanavanja različnih struktur. Dodatno smo lahko 
zaradi EDS (energy dispersive X-ray) analize na vrstičnem elektronskem mikroskopu 
določili tudi kemijsko sestavo opazovane strukture. S pregledom vzorcev smo pridobili 
podroben vpogled v obliko in sestavo posameznih delcev. 
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Za analizo pridobljenih vzorcev na filtru smo uporabili dve metodi mikro-FTIR mikroskopa 
na Kemijskem inštitutu (Brucker Hyperion 3000 FTIR microscope) in Ramanski 
spektrometer (WITec Alpha 300R). Uporabljali smo laser zelene valovne dolžine (532 mm). 
 
Pri izvedbi obeh poskusov, smo upoštevali pravila brezprašnega dela. Delo se je izvajalo v 
laboratoriju s konstantnim čiščenjem zraka in ves pribor, ki se je uporabljal, je bil pred vsako 
uporabo očiščen z MiliQ vodo. Prav tako se je analiza vzorcev s stereomikroskopi izvajala 
v prostoru s čistim zrakom. 
 
3.2.5 Metagenomska analiza 
 
DNA za metagenomsko analizo smo predhodno izolirali po opisanem postopku (Šantl 
Temkiv in sod., 2012), kot opisano v točki 3.2.3, pri katerem smo iz celotne staljene toče 
odvzeli 2 mL velik vzorec in ga centrifugirali 90 min pri 12000 g na 4 °C. Pelet smo raztopili 
v TE pufru in ga izpostavili trem ciklom zamrzovanja in segrevanja, ter lizat celic shranili 
pri -20 °C za nadaljnje raziskave. Metagenomsko analizo vzorca so izvedli v podjetju Omega 
d.o.o. Protokol izvedbe pomnožitve osmih variabilnih regij gena za 16S rRNA s pomočjo 
kompleta Ion 16S Metagenomics Kit v katerem so oligonukleotidni začetniki s katerimi 
pomnožimo sedem hipervariabilnih regij gena 16S rRNA in kemikalije za izvedbo osnovne 
PCR reakcije. Podajam strnjeni protokol izvedbe, ki so jo izvedli v podjetju: Reakcijska 
mešanica PCR je vsebovala 15 µL reagentov (osnovni reagenti za reakcijo PCR)), 3 µL 16S 
oligonukleotidnih začetnikov (1-krat V2-4-8 in 1-krat V3-6, 7-9) in 2 µL vzorca DNA. 
Pogoji reakcije PCR so bili naslednji: začetna denaturacija 95 °C 10 min. Sledi 25 ciklov. 
Denaturacija 95 °C 30 s, vezava začetnih nukleotidov 58 °C 30 s, podaljševanje verige DNA 
72 °C 20 s in zaključno podaljševanje verige DNA 72 °C 7 min. Po končani reakciji PCR so 
združili pomnožke obeh PCR-mešanic posameznega vzorca (20 µL V2-4-8 in 20 µL V3-6, 
7-9) ter jim dodali 72 µL reagenta Agencourt AM Pure XP, s katerim so na pomnožke vezali 
magnetne kroglice ter zmes premešali na vrtinčniku. Mešanice so 5 min inkubirali pri sobni 
temperaturi (25 °C ), ponovno premešali in jih položili na magnet DynaMag za 3 min. V tem 
času so magnetni delci s pomnožki ostali vezani v centrifugirki, supernatant z nečistočami 
pa so odstranili. Pomnožke so suspendirali v 300 µL 70 % etanola, inkubirali 30 s ter 
ponovili čišičenje na magnetu. Preostali pelet so 4 min sušili na sobni temperaturi. Po 
sušenju so pelete resuspendirali v 15 µL vode brez nukleaz. Suspenzije vzorcev so za eno 
minuto ponovno položili na magnet in supernatante z raztopljeno DNA prenesli v nove 1,5 
mL centrifugirke. Prisotnost  PCR-pomnožkov ustrezne velikosti so preverili in 
kvantificirali s kapilarno elektroforezo LabChipGX in s kompletom reagentov DNA High 
Sensitivity (PerkinElmer, ZDA). 
 
V naslednjem koraku so zamešali 79 µL vsake mešanice z 20 µL 5X End Repair pufra in 1 
µL End Repair encima. Inkubirali so 20 min na sobni temperaturi in po inkubaciji v vsak 
vzorec dodali 180 µL Agencourt AMPure XP, premešali in inkubirali na sobni temperaturi 
pet minut. Po inkubaciji so plastenke položili na magnet za tri minute ter supernatant dali 
stran. Po tem smo v vzorce dodali 500 µL 70 % etanola in inkubirali 30 sekund ter 
supernatant odstranili. Zadnji korak so še enkrat ponovili (drugo čiščenje) in sušili pelet na 
sobni temperaturi štiri minute. Vzorce so odstranili z magneta in dodali 25 µL Low TE za 
resuspenzijo peleta. Vzorce so položili na magnet in prenesli supernatant (raztopljeno DNA) 
v nove 1,5 mL centrifugirke. 
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V 0,2 mL PCR-centrifugirke so zamešali nove mešanice. V vsako PCR-centrifugirko smo 
dodali 25 µL DNA, 10 µL 10X Ligase pufra, 2 µL Ion adapterja P1, 2 µL Ion Xpress 
barkodnih zaporedij, 2 µL mešanice z dNTP-ji, 49 µL vode brez nukleaz, 2 µL DNA ligaze 
in 8 µL Nick-repair polimeraze. Centrifugirke so prenesli v napravo za PCR in izvedli 
inkubacijo 25 °C 20 minut in 72 °C 5 minut. Po končani inkubaciji so očistili vezane 
pomnožke po protokolu z 140 µL Agencourt AMPure XP po že prej opisanem protokolu in 
spiranju s 70% etanolom. Sledila je končna amplifikacija s Platinum PCR SuperMix High 
Fidelity in Library Amplification primer mixom protokolu PCR: začetna denaturacija 95 °C 
5 minut, sledi 7 ciklov amplifikacije: denaturacija 95 °C 15 sekund, vezava začetnih 
nukleotidov 58 °C 15 sekund, podaljševanje verige DNA 70 °C 1 minutaPo končani reakciji 
PCR so očistili PCR-pomnožke po protokolu z 195 µL Agencourt AMPure XP po že prej 
opisanem protokolu in spiranju s 70% etanolom. Končni volumen dilucije je bil 20uL v 
Tepufru. 
 
Optimalno koncentracijo knjižnic so določili s pomočjo kapilarne elektroforeze.  
 
Priprava končnih vzorcev je potekala s pomočjo Ion OneTouch II sistema in komercialnega 
kompleta Ion PGM Hi-Q View OT2 Kit. Sekvenciranje knjižnic je potekalo na čipu 314 
aparature Ion Personal Genome Machine (Ion Torrent PGM, Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). Po sekvenciranju knjižnic so podatki avtomatsko obdelani po protokolu s primerjavo 
sekvenc z zaporedji v MicroSEQ 16S Reference Library v2013.1 in v bazi podatkov 
Greengenes v13.5 v obliki OTU (ang. Operational Taxonomic Unit). Podatki so v 
nadaljevanju analizirani s programsko opremo Ion Reporter 5.2 (Thermo Fisher Scientific). 
Zaznane bakterijske skupine v vzorcih so klasificirani vsaj do nivoja družine, nekateri pa 
tudi do vrste. 
 
Iz podatkov smo izluščili sekvence in surove podatke obdelali z bioinformatskim orodjem 
QIIME (ang. Quantitative Insights Into Microbial Ecology) v Ion Reporterju. Iz surovih 
podatkov zaporedja DNA smo dobili analizirano in vizualizirano podobo raznolikosti 
mikrobioma toče. Vizualizirani podatki se prikažejo v obliki interaktivne krone, ki prikazuje 
deleže prisotnosti izbranega bakterijskega taksona. Zaradi obsežnosti podatkov smo določili 
mejno vrednost, ki vključuje vsaj 1 % vseh predstavnikov bakterij tega vzorca toče, da so 
podatki preglednejši. S tem smo pridobili 22 najprisotnejših bakterijskih družin in podatke 
predstavili v novem krožnem diagramu. 
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4.1 OSAMITEV IN IDENTIFIKACIJA BAKTERIJ V TOČI 
 
Želeli smo preveriti prisotnost bakterij v zrnih toče velikosti 10-12 cm. V ta namen smo 
uporabili klasične gojitvene metode. Sterilno smo obdelali zunanjo površino z raztopino 
benzalkonijevega klorida in spirali z miliQ vodo. Dalje smo prenesli 100 µl vzorca 
raztopljene toče na plošče LB (Luria-Brethani) in BHI (Brain-Heart infusion). Plošče smo 
inkubirali dlje časa (od 48 do 96 ur) pri sobni temperaturi. Glede na rezultate raziskave Šantl 
Temkiv in sod. (2013), smo pričakovali veliko bakterijskih kolonij in široko morfološko 
raznolikost kolonij. Rezultati so tekom gojenja pokazali nasprotujoče rezultate (slika 10). 
Na plošči so zrasle le redke kolonije. Kot kontrolo (slika 11) smo razmazali tudi 100 µl 
vzorca raztopljene manjše toče (do 2 cm), ki je padala v Ljubljani leta 2018, katere smo prav 
tako obdelali po enakem postopku. Na plošče smo nanesli enak volumen vzorca in inkubirali 
pri enakih pogojih. Rezultati na sliki 11 prikazujejo rast večjega števila kolonij 
mikroorganizmov, dokaj raznovorstnih glede na morfologijo kolonij, saj razločimo vsaj 8 
različnih tipov kolonij.  
 
 
Slika 10: Rast bakterij iz vzorca 10-12 cm velike toče nabrane 11. junija 2019 na trdnem gojišču LB (B) ali 
BHI z dodano glukozo koncentracije 4 g/L (A). Plošče smo inkubirali dva do štiri dni na sobni temperaturi. Na 
plošči z BHI in dodano glukozo (A) smo opazili rast dveh, po izgledu poobnih kolonij po treh dneh inkubacije. 
Ena kolonija precepljena na ploščo BHI z glukozo je prikazana na A1 (vodimo pod oznako BHI1). Na trdni 
agarni plošči LB (B – po dveh dneh, B1 – po štirih dneh rasti) pa smo opazili rast treh kolonij.  Dalje smo 
izvedli razmaz za izolacijo čiste kulture VT1 in VT2 iz plošče B1.  
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Slika 11: Rast bakterij iz vzorca majhne toče (1-2 cm) padle v Ljubljani leta 2018 na trdnem gojišču LB. 
Prikazani sta dve paralelki A in B. Obe prikazujte rast kolonij po dnevih. A1/B1 prvi dan, A2/B2 drugi dan, 
A3/B3 tretji dan in spodnji sliki razmaz čistih kultur iz posamezne plošče A3/B3, označene z zelenim 
kvadratom ali krogom.  
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Z namenom identifikacije vrst bakterij oziroma gliv, ki smo jih vzgojili iz vzorcev toče, smo 
uporabili ustrezni par začetnih oligonukleotidov (opisano v Metodah), s katerimi smo 
direktno iz kolonij poskušali pomnožiti  zaporedja  regij 16S rRNA. Izbrali smo si 11 kolonij 
iz male ali velike toče na katerih smo izvedli reakcijo za pomnoževanje navedenih regij. 
Pomnožene odseke DNA smo ločili na 1 % agaroznem gelu (Slika 12). Slika 12 prikazuje, 
da smo pomnožili odsek gena za 16 S rRNA zapisov bakterij. Zaporedja smo poslali na 
sekvennciranje (Microsynth, Avstrija). Dobljeno nukleotidno zaporedje smo s pomočjo 
BLASTn primerjali z zaporedji iz podatkovnih zbirk javno dostopnih zaporedij. 
 
 
Slika 12: Ločba pomnožkov 16S rRNA na 1 % agaroznem gelu. Puščice označujejo pričakovano velikost 
pomnoženega odseka DNA (900 bp za gen 16S rRNA). Uporabljena je 1kb lestvica (TermoFischer scientific, 
ZDA). Dobro so vidni pomnožki 16S rRNA, kot tudi pozitivne kontrole (K+; E. coli) 
Identificirali smo prisotnost dveh bakterij iz rodu Bacillus. Prisotnost rodu se ujema s 
podatki raziskav, saj so predstavniki tega rodu pogosto identificairani v vzorcih tal  ali iz 
vzorca zraka. Identificirali smo tudi vrsto Brevibacterium frigoritolerans (oznaka BHI1 na 
sliki 10), ki je Gram pozitivna bakterija, sorodna rodu Bacillus in spada v deblo Firmikut 
(predstavljeno na sliki 10; plošča A1). Pri tej vrsti so identificirali  več na stres odzivnih 
genov, kot so odziv na visoke koncentracije soli in sušo (Tiryaki in sod., 2019; El-Esawi in 
sod., 2018). Po izolaciji celokupne genomske DNA in pomnoževanju 16S rRNA gena smo 
dobili dva kakovostna rezultata sekvenciranja. Ostali rezultati niso bili dovolj kakovostni, 
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4.2 METAGENOMSKA ANALIZA TOČE 
 
Glede na to, da so v vzorcu toče prisotne številne bakterije, a veliko večino od njih nismo 
vzgojili na bogatih gojiščih smo izvedli tudi 16S rRNA metagenomsko analizo 2 mL vzorca 
raztopljene velike (10-12 cm) toče. Iz grobega ekstrakta DNA toče so v podjetju Omega 
d.o.o. pripravili metagenomsko knjižnico in vzorce vnesli na sekvenator. Analaiza podatkov 
poteka avtomatizirano, programska oprema Ion Reporter uporablja odprtokodni kanal 
bioinformatskega orodja QIIME za izdelavo analiz in vizualizacij raznolikosti mikrobiomov 
iz surovih podatkov zaporedja DNA. Rezultati raznovrstnosti opisujejo raznolikost v enem 
vzorcu na ravni vrste, rodu in družine. Pridobili smo vsega več kot 900.000 sekvenc. Dobrih 
700.000 je bilo pravilnih. Postavljena je bila kritična meja, da mora za vsak pomnoženi odsek 
biti posekvenciranih vsaj 10 enakih sekvenc, zaradi prenizkega števila kopij in v izogib 
napakam pri sekvenciranju. S tem smo zagotovili kakovostno izbiro sekvenc in izluščili in 
mapirali dobrih 460.000 sekvenc. S sekvenčno analizo variabilnih regij in njihovo 
dodelitvijo znanim bakterijskim taksonom smo v vzorcih prepoznali operativne 
taksonomske enote (OTU ang. Operational Taxonomic Unite) na različnih taksonomskih 
nivojih. Te pripadajo 25 deblom, 44 razredom, 88 redom, 231 družinam, 315 rodom in 505 
bakterijskim vrstam (Slika 13). Najbolj zastopano deblo so proteobakterije s 66 %. Sledijo 
aktinobakterije in cianobakterije s 12 %, firmikuti in bakteriodete s 4 %. Preostala 2 % pa 
predstavlja 20 različnih debel. 
 
Slika 13: Prikaz krone metagenomske analize vzorca velike toče avtomatsko pridobljeno s programsko opremo 
Ion Reporter in bioinformatskim orodjem QIIME. Slash calls označujejo, da program ni mogel razbrati med 
nekaj vrstami bakterij, drugod pa številke na robovih korone označujejo število identificiranih vrst bakterij. 
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S sekvenciranjem nove generacije smo uspeli pridobit izjemno globino podatkov, ki 
omogočajo ogled prisotnosti do vrste natančno. Delež prisotnosti smo izračunali glede na 
število vseh mapiranih sekvenc odčitkov (ang. »readov«) in jih delili s številom sekvenc 
posamezne družine. V vzorcu smo zaznali preko 200 različnih družin. Zaradi večje 
preglednosti smo se odločili postaviti mejno vrednost kot družina, ki vključuje vsaj 1 % vseh 
predstavnikov bakterij tega vzorca. V okvir mejne vrednosti lahko uvrstimo izolate v 22 
najbolj prisotnih družin. Pet najprisotnejših družin so Sphingomonadaceae, Moraxellaceae, 
Nostocaceae, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Comamonadaceae, ki skupaj 
predstavljajo 50 % vseh predvidenih bakterij v toči. 
 
 
Slika 14: Prikaz prisotnosti bakterijskih družin (v odstotkih) v toči, od najbolj zastopane do mejne vrednosti, 
da družina vključuje vsaj en odstotek predstavnikov bakterij od vseh identificiranih v toči. 
 
Glede na pregled 21 znanstvenih člankov, ki opisujejo habitate predstavnikov iz 
identificiranih družin (reference predstavljene v legendi slike 15), kar 86 % vseh vključenih 
družin, glede na postavljeno mejno vrednost, najdemo v prsti. Sledijo jim vodna okolja in 
rastlinski material s po 64 %. Odkrijemo tudi delež ki pri rastlinah povzroča bolezni ali pa z 
njimi živi v simbiozi, oba z 9 %. Pogosto pa predstavnike iz teh družin najdemo tudi na 
živalih in ljudeh, čistilnih napravah, sedimentih, aerosolih in kompostu. Nekatere se pogosto 
poleg omenjenih nahajajo tudi v bolj ekstremnih okoljih (Slika 15). Za postavljeno mejno 
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vrednost smo se odločili zaradi preglednosti. Glede na surove podatke smo razvrstili družine 
po velikosti od najbolj zastopane do najmanj zastopane. Po posvetu s Omego d.o.o., kjer so 
opravili sekvenciranje, smo določili mejno vrednost 1 %. Mejne vrednosti se pri tovrstnih 
analizah določijo zaradi lažjega operiranja s podatki in lažjo grafično ponazoritvijo. 
Predstavljene družine predstavljajo 75 % vseh prisotnih družin v vzorcu toče. 
 
 
Slika 15: Prikaz prisotnosti prestavnikov družin, identificiranih v toči, glede na predhodni opis predstavnikov 
izbrane družine v določenem okolju glede na zastopanost v vzorcu toče. Na grafu prikazujemo delež družin 
identificiranih v toči (v odstotkih) v odvisnosti od tipa okolja.  V določenem okolju, kjer smo upoštevali 
možnost, da je družina istočasno prisotna v večih primerjanih okljih hkrati. Prikazani so podatki za 22 
najprisotnejših družin, glede na izbrano mejno vrednost. Podatke smo pridobili iz 21. različnih virov. (Sophie 
in Ruiting, 2014; Glaeser in Kämpfer, 2014; Lambiase, 2014; Pujalte, 2014; Abraham in sod., 2014; Mandic-
Mulec in sod., 2015; Coenye, 2014;  Stackebrandt, 2014; Marcondes de Souza in sod., 2014; Dornelles Martins 
in sod, 2016; Jooste in Hugo, 1999; Ryan in sod., 2011; Evtushenko in Takeuchi, 2006; Green, 2006; Carareto 
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4.3 OSAMITEV IN IDENTIFIKACIJA MIKROPLASTIKE V TOČI 
 
4.3.1 Rezultati prvega poskusa 
 
Eno izmed krogel velike toče (cca. 10-12 cm premera) smo stopili in njeno vsebino 
prefiltrirali skozi filter iz steklenih vlaken za analizo prisotnosti mikroplastike. V vzorcu 
prve analizirane toče smo odkrili 9 daljših filamentov (daljših od 500 µm) (Slika 16), 18 
krajših filamentov (dolžine do 200 µm) (Slika 17) in neštevno število delcev, ki  smo jih na 
podlagi vizualnih lastnosti uvrstili v kategorijo mikroplastičnih fragmentov (Slika 18). Toda 
ker na podlagi opazovanja s stereomikroskopom ni bilo mogoče z zagotovostjo trditi, niti za 
filamente niti za fragmente, ali so polimernega izvora, smo v nadaljevanju poskusili preveriti 
tudi njihovo kemijsko sestavo.  
 
 
Slika 16: Filamentov izoliranih iz velike toče (slikano s stereo mikroskopom). Desno spodaj je merilo, ki je 
ustrezno za celotno sliko. V ozadju slike so vidni filementi steklenega filtra. 
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Slika 17: Filamenti pridobljeni iz velike toče (stereo mikroskop). Slika prikazuje slike krajših filamentov 
(dolžine do 200 µm). Najdenih je bilo 18 tovrstnih vlaken. Vlakna se hitro zamenja z podlago/filtrom, zato so 
za lažjo prepoznavo označena z rdečim krogom. Desno spodaj je merilo, ki je ustrezno za celotno sliko. 
 
 
Slika 18: Fragmenti mikroplastike in drugi delci (detektirani s stereo mikroskopom). Prikazani so fragmenti 
mikroplastike. Razlika med filamenti in fragmenti je v tem da je premer delcev fragmentov znatno večji. V 
spodnji vrsti z leve vidimo prozorne delce mikroplastike v velikosti 300 x 100 µm. V tretji vrsti (tretja slika z 
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4.3.1.1 Mikroskopija z mikro-FTIR za prepoznavo kemijske sestave filamentoznih 
delcev iz toče 
 
Kemijsko sestavo delcev smo sprva poskušali določiti z refleksijsko in ATR tehniko z 
uporabo detektorja FPA na FTIR-mikroskopu. Pri meritvah so se pojavile težave s podlago. 
Filter iz steklenih vlaken je namreč večplasten, zato se delec ob meritvi ugrezne v filter in 
nemalokrat spodmakne ATR nastavku. Poleg tega oddajajo tudi steklena vlakna svoj signal, 
ki je lahko močnejši od signala vzorca (Slika 19). Z namenom, da bi lažje zadeli delec na 
filtru, smo nekaj delcev prestavili na polikarbonatni filter, ki je bil z vidika enoplastne 
podlage boljša izbira, toda le ta pa ima že sam velik signal, zato signala vzorca ni bilo 
mogoče identificirati (Slika 20). 
 
 
Slika 19: Snemanje signala na enem izmed vlaken na polikarbonatnem filtru z mikro-FTIR napravo s tehniko 
refleksije . Rezultat je bila slaba intenziteta spektra z velikim deležem šuma. Levo zgoraj je prikazana slika 
delca in njegovo mapiranje. Z ATR kristalom smo na območju valovnih števil med 1332 - 1235 cm-1 vzbujali 
vzorec na 128 x 128 točkah. Obarvan kvadrat znotraj leve zgornje slike prikazuje območja z večjimi (rdeče in 
roza) in manjšimi (rumena in zelena) jakostmi signala za izbrana valovna števila. Vzorec vlakna smo posneli 
tudi v štirih ločenih točkah (prikazane na desni sliki zgoraj) na območju valovnih števil med 1000 in 3500 cm-
1, spektri katerih so prikazani na sliki pod njo. (Analiza je bila izvedena na Kemijskem inštitutu na odseku za 
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Slika 20: Snemanje signala na enem izmed vlaken na polikarbonatnem filtru z mikro-FTIR napravo z metodo 
oslabljene skupne odbojnosti (ATR). Jakost signala podlage je bila enaka ali večja jakosti signala vzorca. Leva 
slika prikazuje rezultat mapiranja na 128 x 128 točkah pri valovnem številu 1276,90 – 1116,50 cm-1, pri čemer 
so rdeče-roza območja, območja z večjo jakostjo signala. Levo zgoraj je prikazana topografska slika delca in 
dve točki v katerih smo posneli signal na območju valovnih dolžin 1000 – 3500 cm-1. Spektra posneta na 
izbranih točkah sta si med seboj zelo podobna in sta prikazana na spodnjem grafu. (Analiza je bila izvedena na 
Kemijskem inštitutu na odseku za kemijo materialov D10, s pomočjo strokovnega sodelavca Gregorja Žitka in 
dr. Ivana Jermana).  
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
38 
4.3.1.2 Ramanska spektroskopija filamentoznih delcev izoliranih iz vzorca toče 
 
V nadaljevanju smo kemijsko sestavo delcev in filamentov skušali določiti tudi z Ramansko 
spektroskopijo. Ramanska analiza ne samo da identificira plastiko, ampak tudi zagotavlja 
profile polimerne sestave vsakega vzorca. Manjši premer laserskega žarka v Ramanski 
spektroskopiji glede na FTIR, omogoča identifikacijo mikroplastike v velikosti nekaj μm in 
analizo delca brez njegove deformacije. Naleteli smo na težave, ki so značilne za večino 
raziskav mikroplastike. Predvsem na pojav fluorescence vzorca (Slika 21).  
 
 
Slika 21: Prikaz filamentoznih delcev iz toče med merjenjem z ramanskim spektroskopom. Plusa na desni sliki 
označujeta usmeritev lasrskega žarka na vzorcu. (Analiza je bila izvedena na Kemijskem inštitutu na odseku 
za kemijo materialov D10, s pomočjo strokovnega sodelavca Gregorja Žitka in dr. Ivana Jermana). 
Delci vlaken iz steklenega filtra so bili preneseni iz steklenega filtra na polikarbonatni filter. 
Spektre smo snemali na ramanskem spektroskopu s 100 x povečavo, pri čemer smo vzorec 
vzbujali z zelenim laserjem (532 nm). Vzbujena točka na material odda specifičen spekter, 
ki ga ujame senzor, tega pa nato primerjamo z bazo podatkov ali kontrolnimi spektri. Cilj 
uporabe metode je pridobitev spektrov kontrolnih vlaken poznane kemijske sestave in 
pridobitev ramenskih spektrov neznanih delcev iz vzorca (Slika 21). Slika 22 je namenjena 
kontrolnemu prikazu kemijsko poznanih vlaken, ter služi za preverjanje pravilnega 
delovanja naprave in vpliva podlage na vzbujene spektre. Pridobili smo dobre signale bolj 
znanih komponent plastike. Zaradi težav z zaznavanjem vzorčnih delcev smo posneli tudi 
spektre ozadja oziroma podlage (filter). Te spektre smo uporabili kot ozadje, ki smo ga 
odšteli od spektra vzorca. Nato smo pridobljeni spekter vlaken iz toče primerjali v bazi 
podatkov in ga identificirali (Slika 23). 
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Slika 22: Analiza spektrov standardov in vzorca z ramanskim spektroskopom. Spektri našteti po vrsti od zgoraj 
dol; vlakno, polipropilen, poliamid, polietilen terftalat. Na Y osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, 
vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 0 do 3600 cm-1. (Analiza je bila izvedena na 
Kemijskem inštitutu na odseku za kemijo materialov D10, s pomočjo strokovnega sodelavca Gregorja Žitka in 




Slika 23: Primerjava spektra vlakna (zgoraj) in spektra polikarbonatnega filtra na spodnjem delu slike. Na Y 
osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 0 
do 3600 cm-1 (slepa kontrola). (Analiza je bila izvedena na Kemijskem inštitutu na odseku za kemijo materialov 
D10, s pomočjo strokovnega sodelavca Gregorja Žitka in dr. Ivana Jermana). 
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Slika 24 prikazuje spekter vlakna s korigirano bazno linijo glede na spekter polikarbonatnega 
filtra. Slika 25 pa spekter indigo barvila. Glede na Ramansko knjižnico spektrov lahko edino 
zaključimo, da vlakno iz toče vsebuje indigo barvilo, a glede na nabor kontrolnih spektrov 
plastike nismo mogli določiti tipa plastike tega filtra. Indigo barvo smo opaziti pri dveh 
modrih vlaknih. Preostala vlakna so imela prešibek signal z veliko fluorescence, zato ni bilo 
mogoče dobiti zanesljivega spektra. Težavo predstavlja podlaga (stekleni filter), ki pri 
vzbujanju vzorca, zaradi širine laserskega žarka in ozkega vlakna pogosto vzbudi stekleno 
podlago, kar se odrazi v visokem šumu, ki zakrije spekter vlakna, ali pa slednjega sploh ne 
zadane. 
 
Slika 24: Spekter vlakna s korigirano bazno linijo. (Analiza je bila izvedena na Kemijskem inštitutu na odseku 




Slika 25: Spekter indigo barvila (Analiza je bila izvedena na Kemijskem inštitutu na odseku za kemijo 
materialov D10, s pomočjo strokovnega sodelavca Gregorja Žitka in dr. Ivana Jermana). 
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4.3.1.3 Presevna elektronska mikroskopija 
 
Ker so nas natančneje zanimali mikroplastični fragmenti, ki pa jim zaradi težav s 
fluorescenco in filtrom iz steklenih vlaken niti z mikro-FTIR mikroskopom niti z Ramansko 
spektrometrijo nismo mogli določiti kemijske sestave, smo se odločili pogledati vzorec še s 
presevnim elektronskim mikroskopom. Slika 26 prikazuje dve vidni polji (prvi dve sliki z 
leve). Nato pa si glede na drugo sliko sledijo povečave od večje proti manjši (od leve proti 
desni). Na zadnji sliki vidimo delec, ki je izkustveno podoben sintetičnemu vlaknu. Ob 
primerjavi vseh podobnih delcev vidimo ponavljajoč se vzorec in podobnost med njimi. 
Sklepamo, da gre za mehansko obrabo sintetičnega vlakna v vedno manjše delce, kar je 
značilno za nastanek mikroplastike. Vzorec je bil pregledan tudi pod SEM z EDS tehniko in 
ugotovljena je bila prisotnost elementov vodika in ogljika (Priprava vzorcev s pomočjo asist. 
dr. Polona Mrak, Pregled in slikanje s prof. dr. Rok Kostanjškom). 
 
 
Slika 26: Pregled filtriranih vzorcev toče s TEM. 
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4.3.2 Rezultati drugega poskusa 
 
Glede na pridobljeno znanje in izkušnje pri prvem poskusu, smo se odločili za izvedbo 
drugega poskusa na novem kosu toče. Prva izbira steklenega filtra se je pokazala kot slaba 
iz več že zgoraj omenjenih razlogov. Odločili smo se za nov pristop, ki točo razdeli na 
frakcije po plasteh. Pridobili smo 8 frakcij (Vse frakcije so velikosti 20 mL, z izjemo zadnje 
8. frakcije, ki ima 5 mL) in jih posamezno filtrirali na zlat filter. Za analizo smo uporabili 
stereomikroskop za optično analizo ter mikro-FTIR in ramanski spektrometer. Odločili smo 
se tudi za uporabo vrstične elektronske mikroskopije.  
 
4.3.2.1 Optična analiza vlaken v vzorcu toče 
 
Pomanjkljivosti prvega poskusa smo odpravili z izbiro novih filtrov in frakcijskim taljenjem 
toče. Pridobili smo frakcije 1-8, frakcija 1 predstavlja zunanjost površinsko obdelane toče, 
medtem ko frakcija 8 notranjost toče. S tem smo dosegli boljši vpogled v vzorec. Število 
delcev se je zaradi uporabe takšnega pristopa porazdelilo med frakcije, s čimer smo dosegli 
možnost primerjave samega vzorca po plasteh nastajanja toče. To nam je omogočilo jasnejši 
pregled nad velikostjo in številom delcev. 
 
Delce v naravi antropogenega izvora opredelimo, kot mikroodpadki (ang. microlitter). 
Razdelimo jih na mikroplastiko in vlakna, slednja pa so lahko umetna (tkanina) ali naravna 
(rastlinski material). Razlikujejo se predvsem v toksičnih učinkih na okolje in 
razgradljivosti.  
 
V vzorcu toče smo zaznali veliko količino vlaken. Te so bila različnih barv, dolžin in oblik. 
Optično smo poskušali glede na izgled in barvo določiti njihov izvor. Značilna za 
mikroplastiko so okrogla in homogeno oblikovana vlakna, za naravna vlakna pa je značilen 
bolj ploščat in nepravilen izgled (Water in sod., 2019). Pogosto tudi intenzivna obaravanost 
kaže na sintetičen izvor vlaken. Optična analiza zlatih filtrov posameznih frakcij toče s 
stereomikroskopom je pokazala, da se je v povprečju v posamezni frakciji nahajalo 66 
vlaken, od tega povprečno 6 obarvanih. Skupno smo prešteli 458 vlaken, od tega jih je bilo 
43 obarvanih. Največ vlaken je vsebovala 7. frakcija (188 vlaken v ~20 mL), najmanj pa 3. 
frakcija (24) (Slika 27). 8. frakcija je vsebovala samo strogi center toče, ki je meril 5 mL in 
je vseboavl primerljivo število vlaken na mL kot 7. frakcija, da bi preverili možnost 
kontaminacije vzorcev smo izvedli dve negativni kontroli, kot je opisano v metodah dela. 
Glede na število vlaken prisotno v kontrolah (kontrola 1 vsebuje 6 vlaken na 120 mL in 
kontrola 2 vsebuje 15 vlaken na 120 mL), lahko potrdimo naravno prisotnost vlaken v 
vzorcu. Dolžine vlaken so zelo raznolike (Slika 28). Merijo vse od 30 µm pa do 3 mm. V 
povprečju merijo med 295 µm in 825 µm. Standardni odklon pa nam pokaže visoko 
variabilnost dolžine vlaken. 
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Slika 27: Prikaz števila vlaken (število delcev) v posamezni frakciji in kontrolah. Volumni frakcij od 2. do 7. 
so znašali ~20 mL in 8. frakcije 5 mL. Kontrola 1 in 2 pa vsaka 120 mL. 
 
 
Slika 28: Prikaz povprečne dolžine vlaken v milimetrih s standardnim odklonom glede na posamezno frakcijo 
staljene toče. Na X osi K1 in K2 prikazujejo kontrole. Oznake od F1-F8, pa frakcije po vrsti od 2. frakcije do 
8. frakcije. 
Zlate filtre posameznih frakcij toče smo tudi slikali (Slika 29). Prikazane so frakcije po vrsti 
od druge do osme ter negativna kontrola. Primerjava vseh slik pokaže izjemno razliko med 
vzorci in negativno kontrolo. Razlike so predvsem v prisotnosti puščavskega peska in 
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kontroli ni. S kreiranjem panoramskih slik smo si zagotovili visoko resolucijo vzorca in 
dobro orientacijo na filtru za nadaljne podrobnejše analize z Ramanskim spektrometrom in 
SEM. Prav tako smo po frakcijah s kamero na stereomikroskopu slikali tudi taljenje toče 
(Slika 30). Na slikah 30A in 30B se lepo opazi ločena sredica toče, v kateri se nahaja 
nukleacijsko jedro. Na sliki 30D se vidi čebulna struktura značilna za nastanek toče. Premer 
sredice je 10 mm. Dobro se opazi serijo talitev in zamrzovanja glede na dvigovanje in 
padanje toče v oblaku. Prav tako tudi ujete zračne mehurčke. 
 
 
Slika 29: Filtri posamezne frakcije staljene toče ter negativna kontrola. V središču slike je prikazano merilo 
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Slika 30: Prikaz taljenja sredice toče (8. frakcija) in merjenje središčnega dela, kjer se nahaja nukleacijsko 
jedro. 
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4.3.3 Ramanska spektrometrija in SEM analiza vlaken v toči filtriranih preko zlatih 
filtrov 
 
Nov način priprave vzorcev toče s filtracijo le teh preko zlatih filtrov, nam je omogočil 
izvajanje meritev z Ramanskim spektrometrom. V našem primeru se je Ramanska analiza 
izkazala za bolj primerno kot mikro-FTIR zaradi boljše občutljivosti. Pri večini delcev, ki 
smo jih identificirali, je šlo za celulozna vlakna oziroma lignin (rastlinskega izvora), to lahko 
trdimo zaradi tipičnih vrhov v pridobljenem spektru (Vrhovi valovnih števil za celulozo: 380 
cm-1, 440 cm-1, 1100 cm-1, 1120 cm-1, 1340 cm-1, 1360 cm-1, 1380 cm-1, 1480 cm-1, 2700 cm-
1, 2900 cm-1). Določeni delci pa vsebujejo tudi značilne vrhove valovnih števil, ki so značilni 
za delce polimernega izvora (Značilni vrhovi polietilen teraftalata - PET: 630 cm-1, 860 cm-
1, 1095 cm-1, 1600 cm-1, 1700 cm-1, 3080 cm-1). 
 
Ramansko spektrometrijo smo opravil na filtrnem preostanku 8. in 6. frakcije. Skupno smo 
na vseh filtrih našli 458 vlaken od tega 43 obarvanih modro ali rdeče. V 6. frakciji smo našli 
50 vlaken od tega 5 obarvanih. Uspeli smo identificirati 3 barvna vlakna in sicer eno 
celulozno, spekter indigo barvila ter kombinacijo celuloze in indigo barvila. V 8. frakciji 
smo našli 48 vlaken od tega 3 barvna vlakna. Identificirati smo skušali 19 vlaken. Uspelo 
nam je pri 16 vlaknih. Od tega je 13 celuloznih, dvakrat ligninski vlakni, dvakrat PET, enkrat 
zaznamo nanodelce TiO2. Primeri PET vlaken so prikazani na slikah 31 in 37. Primeri 
celuloznih vlaken so prikazani na slikah 32, 35 in 37. Primer ligninskega vlakna je prikazan 
na sliki 33. 
 
 
Slika 31: Analiza vlakna v 8. frakciji. Slika A prikazuje posnetek SEM mikroplastičnega vlakna. Slika B pa 
isti delec pod ramanskim mikroskopom, s katerim smo dokazali , da je vlakno po kemijski sestavi PET. Slika 
C prikazuje zgoraj pridobljen spekter z ramanskim spektrometrom v primerjavi s standardom (spodaj). Na Y 
osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 0 
do 3600 cm-1. 
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Slika 32: Analiza vlakna v 8. frakciji. Slika A prikazuje posnetek z ramanskim mikroskopom. Slika B pa 
pridobljen spekter celuloze (zgoraj) in standard (spodaj). Na Y osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, 
vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 0 do 3600 cm-1. 
 
 
Slika 33: Analiza vlakna v 8. frakciji. Slika A in B prikazujeta pomerjena delca. Sliki D in E pa pridobljena 
spektra za posamezna delca. Zdi se da gre za prisotnost polikarbonatnega spektra, vendar manjkajo značilni 
intenzivni vrhovi med 900 in 1600 cm-1, kar velja za oba delca. Najverjetneje gre za spekter lignina, ki je 
prikazan na sliki C. Na Y osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega spektra svetlobe ter na X 
osi valovno število od 0 do 3600 cm-1. 
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Slika 34: Analiza vlakna v 8. frakciji. Slika A prikazuje posnetek z ramanskim mikroskopom s pridobljenim 
spektrom na sliki C. Spekter se ne ujema s celulozo, zaradi česar sklepamo, da je izvor plastičen. Rdeča puščica 
označuje analizirano vlakno in paralelna robova vlakna. Na sliki B se vidi, da je delec homogen in enako širok 
po celotni dolžini v primerjavi s sosednjim celuloznim delcem, ki je na določenih delih sploščen (Water in 
sod., 2019). Na Y osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi 
valovno število od 0 do 3600 cm-1. 
 
Slika 35: Analiza vlakna v 8. frakciji. Slika A prikazuje delec posnet z ramanskim mikroskopom, spodaj pa 
slika B prikazuje prideobljen spekter delca v primerjavi s spektrom mikrokristalinične celuloze (Slika C). Na 
Y osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 
0 do 3600 cm-1. 
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Slika 36: Analiza vlakna v 8. frakciji. Slika A prikazuje delec posnet z ramanskim mikroskopom Slika B pa 
pridobljen zelo intenziven spekter PET. Vlakno je zelo dobro vidno, kar potrjuje pravilno meritev. Spodaj na 
sliki C je prikazan spekter standarda PET. Na Y osi so prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega 
spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 0 do 3600 cm-1. 
 
Slika 37: Slike A, B in C prikazujejo vlakna iz šeste frakcije toče analizirane z ramanskim mikroskopom. 
Spekter na sliki F pripada vlaknu prikazanemu na sliki A, ki je primerljiv s spektri celuloze (F spodaj) in indigo 
barvila (D), kar pomeni, da gre po vsej verjetnosti za barvan bombaž. Na sliki B vidimo daljše vlakno (modra 
puščica), kjer dobimo spekter (E) primerljiv s spektrom celuloze (E spodaj).Zraven se nahaja rdeč delec (rdeča 
puščica), katerega spektra ne moremo pridobiti zaradi pojava fuorescence. Slika C prikazuje vlakno, kjer 
zaznamo spekter indigo barvila (slika G v primerjavi s standardom indigo barvila, slika D). Na Y osi so 
prikazane arbitrarne enote vzbujenega, vibracijskega spektra svetlobe ter na X osi valovno število od 0 do 3600 
cm-1. 
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4.4 ANALIZA TOČE Z ELEKTRONSKO MIKROSKOPIJO 
 
Z namenom dodatne karakterizacije delcev, ki smo jih poleg vlaken opazili pod 
stereomikroskopom ter da bi vizualizirali tudi manjše delce v vzorcu, smo se odločili opraviti 
SEM analizo. Predvsem smo želeli pregledati strukturo vlaken in mikronskih mineralnih 
delcev, katerih pod optično povečavo ne moremo dobro opazovati. Sklepali smo, da bi lahko 
zaznali tudi manjše biogene delce, tudi glede na rezultate pridobljene z metagenomsko 
analizo toče. Elektronsko mikroskopijo smo naredili na filtrnih preostankih 4. in 8. frakcije. 
 
4.4.1 Abiotski del in rastlinski ostanki v vzorcu toče 
 
Že v vremenski napovedi ARSO je opisana prisotnost puščavskega peska v nevihtnem 
oblaku nad Belo krajino dne 11. junija 2019. Rezultati pridobljeni s stereomikroskopom 
prikazani zgoraj nakazujejo na prisotnost večjega števila delcev, ki nimajo filamentozne 
oblike.  
 
V nadaljevanju so prikazane slike narejene s SEM, kjer posamezen kolaž prikazuje delce 
filtrnega preostanka toče 4. ali 8. frakcije (Slike 38-44). Ti dve frakciji smo pregledalai s 
SEM saj smo v frakciji 4 opazili izjemno veliko število majših delcev, podobnih 
puščavskemu pesku, frakcija 8 pa predstavlja središče toče (Slika 29).  
 
 
Slika 38: Reprezentativne slike SEM analize mineralnih delcev v 4. frakciji vzorca toče.  Slike prikazujejo 
različne oblike in velikosti mineralnih delcev prisotnih v 4. frakciji. Delci so lahko homogene in pravilne oblike 
velikosti ~20 µm (A-G). Lahko pa se združujejo v konglomerate (H) v velikosti nad 20 µm. Merilo je prikazano 
kot bela črta pod vsako od slik. 
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Slika 39: Reprezentativne slike SEM analize mineralnih delcev v 8. frakciji vzorca toče. Slika prikazuje, da je 
v primerjavi s frakcijo 4, prisotna manjša koncentracija mineralnih delcev v središču toče in delci so manjše 
velikosti. Merilo je prikazano kot bela črta pod vsako od slik. 
 
 
Slika 40: Reprezentativne slike SEM analize vlakna v 4. frakciji vzorca toče.  Slika prikazuje plastično vlakno 
mikroskopskih velikosti. Vlakno je homogeno, enakomerno široko in gladko. Opazne so pritrjene strukture na 
površini vlakna, ki kažejo na najverjetnejši začetek razvoja biofilma, pričvrščevanja  mikroorganizmov na 
površino vlakna (C,D). Merilo je prikazano kot bela črta pod vsako od slik. 
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Slika 41: Reprezentativne slike SEM analize strganega vlakna v 4. frakciji vzorca toče. Prikaz strganega in 
razceplejnega plastičnega vlakna, merilo pod slikami je 10 µm.  
 
 
Slika 42: Reprezentativne slike SEM analize mikroplastičnih vlaken v 8. frakciji vzorca toče. Vlakna so 
homogena in enakomerno široka, merilo pod slikami je 10 µm. 
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V primerjavi z zgoraj prikazanimi sintetičnimi vlakni, ki so gladkih površin, pa imajo  vlakna 
rastlinskega izvora neenovito površino (Stanton in sod., 2019). Celulozna vlakna so tudi 
ploščata in nepravilnih oblik (Sliki 43, 44). Ker je to vzorec 4. frakcije, ki je bližje zunanjosti 
toče, opazimo poleg vlaken tudi večje število  mineralnih delcev, predvsem puščavskega 
peska in njegovih konglomeratov. Pogosto so na samih vlaknih pristoni delci in biofilmi, ki 
lahko otežujejo in omejijo delovanje analitskih metod. Prikazan je vzorec 8. frakcije, ta 




Slika 43: Prikaz več primerov celuloznih vlaken v 4. frakciji. Merilo je prikazano kot bela črta pod vsako od 
slik. 
 
Slika 44: Prikaz več primerov celuloznih vlaken v 8. frakciji. Merilo je prikazano kot bela črta pod vsako od 
slik. 
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4.4.2 Biotski del, prisotnost mikroorganizmov v vzorcu toče 
 
Med iskanjem mikrovlaken različnih izvorov in mineralnih delcev smo med njimi odkrili 
tudi biološke stukture. Že glede na metagenomsko analizo gena za 16S rRNA smo 
pričakovali, da bomo detektirali bakterije v vzorcih toče.  Z uporabo SEM ter glede na 
značilno obliko in velikost delcev v vzorcih predvidevamo prisotnost  spor gliv, praživali, 
rastlinskega peloda, diatomej in bakterij (Slike 45-51; pomoč pri zajemanju slik: dr. Matejka 
Podlogar, mag. Tina Radošević in mag. Damjan Vengust). Težava pri tej analizi je bila, da 
so uporabljene pore zlatega filtra v premeru 0,8 µm, kar je blizu velikosti bakterij ter spor.  
Posledično verjamemo, da ni ves biotski del zajet na filtrih.  
 
 
Slika 45: SEM analiza bakterij z bičkom prisotnih v 4. frakciji. Slika prikazuje različne načine slikanja s SEM. 
Slika A prikazuje globinsko sliko, slika B topografski prikaz ter slika C klasično SEM analizo.   S slikami smo 
uspeli dokazati, da se bakterija v obliki bacila stika z bičkom in ni le naključna formacija na filtru. Podobno 
smo prikazali za bakterijo na slikah E-H. Velikost bakterije je 1-2 µm. Biček pa meri okrog 2-3 µm. To nam 
je uspelo dokazati v dveh primerih. Slika D prikazuje obliko koka, zaradi vakuma in neobdelave vzorca za 
analizo s SEM pa se struktura stisne. Bela črta na dnu slike prikazuje merilo. 
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Slika 46: SEM analiza kokov v 8. frakciji. Vse štiri slike prikazujejo različno kroglno strukturo, ki je glede na 
velikost lahko bakterija v obliki koka. Zaradi vakuma se struktura vboči in izgubi nativno strukturo. Bela črta 
na dnu slike prikazuje merilo. 
 
Slika 47: Prikaz različnih struktur spor in praživali v 4. frakciji toče. Slike A, B in C prikazujejo isto strukturo 
pod različnimi povečavami. Struktura je identificirana kot spora gliv iz rodu Cladosporium, značilen znak je 
brazgotina na koncu spore (označena z belo puščico). Slika E prikazuje veliko strukturo, po vsej verjetnosti 
spore gliv Alternaria spp., levo zgoraj na isti sliki pa so najverjetneje uredospore (morfološki znak je 
ježičavost). Slika F prikazuje neznano vrsto, najverjetneje glivno sporo. Pomoč pri identifikaciji je nudila doc. 
dr. Polona Zalar. Na slikah G in H pa je po vsej verjetnosti vidna pražival. Bela črta na dnu slike prikazuje 
merilo. 
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Slika 48: Prikaz različnih struktur spor v 8. frakciji toče. Slike A, B in C prikazujejo isto strukturo pod 
različnimi povečavami. Identificirana kot spora glive iz rodu Cladosporium, značilen znak je brazgotina na 
koncu spore (bela puščica). Prav tako sta strukturi G in H podobni sporam gliv iz rodu Cladosporium. Enako 
prikazuje tudi slika D. Slika E prikazuje veliko strukturo, po vsej verjetnosti glivno sporo. Slika F prikazuje 
neznano vrsto, najverjetneje sporo glive. Pomoč pri identifikaciji je nudila doc. dr. Polona Zalar. Bela črta na 
dnu slike prikazuje merilo. 
 
Slika 49: Prikaz različnih bioloških struktur v 4. frakciji toče. Sklepamo da gre za različne rastlinske vrste 
peloda (A in C). Slika B prikazuje izjemno gladko in pravilno strukturo neznanega izvora, morda spora. Slika 
D pa prikazuje apnenčasto strukturo, biološkega izvora. Bela črta na dnu slike prikazuje merilo. 
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Slika 50: Prikaz različnih vrst diatomej v 4. frakciji toče. V toči smo našli presenetljivo veliko število 
kremenastih alg ali diatomej. Našli smo več različnih vrst. Prepoznali smo rod Pinnularia. Ključni znaki sta 2 
rafi in izovalvarna oblika, kar pomeni zrcalno podobo po dolžini in širini (E in F). Slika G in H prikazujeta rod 
Fragilaria. Ključen znak je odsotnost rafe in septe, ter podolgovat izgled. Slike A, B, C in D so diatomeje pri 
katerih ne moremo iz morfoloških značilnosti ne moremo okarakterizirati v kateri rod se uvrščajo. Bela črta na 
dnu slike prikazuje merilo. 
 
 
Slika 51: Prikaz apnenčastih struktur biološkega izvora in rastlinski pelod v 8. frakciji toče. Sliki A in D 
prikazujeta apnenčasto strukturo. A spominja na diatomeje, D pa na koralno strukturo. Slika B spominja glede 
na morfologijo in velikost na rastlinski pelod. Slika C predstavlja  delec gladkih in pravilnih struktur, a 
neznangea izvora. Bela črta na dnu slike prikazuje merilo. 
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5 RAZPRAVA  
 
Toča je pogost pojav v Sloveniji in povzroča veliko škode predvsem v kmetijstvu. V zadnjem 
času vse pogosteje opisujejo različne biološke dejavnike, ki vplivajo na vremenske pogoje, 
kar nas je vodilo v mikrobiološko analizo toče. Vodilno idejo za pregled toče smo dobili v 
članku Šantl Temkiv in sod. (2013), kjer opisujejo kose toče kot okolje z veliko diverziteto 
bakterij. Glede na opisano visoko koncentracijo bakterij smo predvidevali prisotnost 
bakterijskih virusov. Keen je v preglednem članku (2015) opisal bakteriofage, kot 
najpogostejšo in njabolj raznoliko obliko »organizmov«. Na Zemlji naj bi bilo 1031 
bakteriofagnih delcev, kar lahko ponazorimo s trilijon fagi na vsako zrno peska na Zemlji. 
Izolirani so bili iz vsakega okolja, kjer so našli bakterije, poleg tega pa tudi velja, da ima 
vsaka bakterija vsaj en fag, ki jo lahko okuži. Toča, ki smo jo analizirali je bila ekstremno 
velika, 10-12 cm, nabrana v juniju 2019 v Beli krajini, Slovenija. Prvotno smo analizirali 
točo na prisotnost bakteriofagov, vendar rezultate omenjamo le v diskusiji saj so bili 
negativni. Izolacije bakteriofagov in njihovega celokupnega metagenoma (viroma) smo se 
lotili z metodo, ki ima v primerjavi z ostalimi najboljši izplen in je najmanj pristranska 
(Castro-Mejía in sod., 2015). Prilagodili smo jo lastnostim in volumnu našega vzorca, kot je 
opisano v poglavju Pregled literature 2.2.4.1 ter 2.2.4.2 in v poglavju Metode (3.2.2). Po 
končanem postopku izolacije smo preverili koncentracijo nukleinskih kislin s 
fluorometrično kvantifikacijo z aparatom Qubit. Koncentracija DNA v vzorcu je bila 
prenizka (manj kot 1 ng/µL) za zaznavo. S klasično metodo, ki temelji na ločbi izolirane 
DNA na agaroznem gelu z gelsko elektroforezo, prav tako nismo uspeli dokazati prisotnosti 
DNA. Pripravili smo tudi vzorce za vrstično elektronsko mikroskopijo iz izoliranega vzorca. 
Nadaljnja mikroskopska analiza ni pokazala prisotnosti virusnih kapsid. Posledično 
zaključujemo, da so v analizirani toči infektivni delci bakteriofagov v tako nizkem številu, 
da so pod mejo detekcije z zgoraj navedenimi pristopi.  
 
Prvo hipotezo, ki predpostavlja prisotnosti bakteriofagov je ostala nepotrjena, vendar pa ne 
ovržena. Pri drugačnih pogojih, podobnih tistim pri katerih je nastala toča leta 2009, bi toča 
lahko vsebovala bakteriofage. Poleg tega so bili vzorci izredno majhni, kar je  onemogočilo 
koncentriranje. Pogosto se za izolacijo bakteriofagov uporablja volumne v velikostnem 
razredu nekaj litrov, kar predstavlja volumsko stokrat večji vzorec kot smo ga uporabili pri 
tej raziskavi.  
 
Skupna točka raziskave Šantl Temkiv in sod., (2013) in naše raziskave je prisotnost rodu 
Bacillus, ki je tipična talna bakterija, te pa so pogosto prisotne v ozračju. Izolirane bakterije 
so v literaturi prepoznane tudi kot epifiti (Tiryaki in sod., 2019; El-Esawi in sod., 2018). 
 
Za prepoznavo bakterij v toči smo najprej testirali koliko bakterij v veliki toči lahko 
vzgojimo na bogatih gojiščih. Na plošče smo razmazali po 100 µL toče, a opazili rast le treh 
kolonij (Slika 10). Z molekularno metodo PCR smo pomnoževali ohranjena zaporedja 16S 
rRNA direktno na kulturah in dokazali, da so vse kolonije bakterijske (Slika 12). Za analizo 
pestrosti vrst bakterij v toči smo izolirali celokupno DNA iz 2 mL vzorca toče ter analizirali 
sekvence genov za 16S rRNA bakterij. S sekvenciranjem po Sangerju smo prepoznali 
bakterije Bacillus spp.  in Brevibacterium frigoritolerans. Slednjo vrsto bakterij so 
raziskovalci izolirali iz več vrst okolij, kot so slana prst (predvsem rizosfera), obalni 
sedimenti, morska okolja in slana jezera. Bakterija B. frigoritolerans je povezana z ugodnimi 
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vplivi na rast različnih rastlin in deluje kot simbiont, saj omogoči višjo odpornost na slane 
pogoje pri koruzi, s produkcijo posebnih beljakovin, ki izboljšajo rast v slanih in suhih 
pogojih (Meena and Saharan 2017), deluje kot rastlinski rastni promotor (Basu in sod., 2017) 
in jo uporabljajo kot biostimulat in dodatek biognojilom. (Numan in sod., 2018). Tiryaki in 
sod. (2019) so uspešno izolirali psihrotolerantne bakterije iz apoplasta na mraz prilagojenih 
rastlin in želeli ugotoviti kako vplivajo na odpornost fižola (Phaseolus vulgaris). Ena izmed 
prisotnih bakterij je tudi Brevibacterium frigoritolerans, kjer že vrstno ime v grščini nakaže 
odpornost na mraz (frigoris-mraz; tolerantis-vzdržljiv). Ugotovili so da ima bakterija 
deaminazno aktivnost in izloča zunajcelične beljakovine v hladnem okolju v primerjavi z 
normalnimi pogoji. Bakterijske inokulacije v apoplast so zmanjšale poškodbe zaradi 
zmrzovanja, aktivnost nukleacijo v ledu in vsebnost lipidne peroksidacije vzporedno z 
zmanjšanjem ravni reaktivnih kisikovih vrst, kot sta O2.- in H2O2, v inokuliranih sadikah v 
primerjavi s kontrolo. Rezultati kažejo, da inokulacija izboljša odpornost na mraz in 
psihrotolerantne bakterijske izolate lahko uvrstimo v skupino bakterij, ki pospešujejo rast 
rastlin s povečavo tolerance na mraz sicer občutljivih rastlin. Sposobnost izločanja proteinov 
z proti zamrzovalnim učinkom (CspB)  vpliva na točko nukleacije ledu in s tem boljšo 
viabilnost v ozračju in oblakih z nizko temperaturo (Tiryaki in sod., 2019). Druga 
identificirana bakterija je Bacillus firmus. Je Gram pozitivna, gibljiva (flageli) in sporogena 
bakterija. Pogosto najdena v naravi, izolirana predvsem iz prsti. Podobno kot  
Brevibacterium frigoritolerans pri raziskavi El-Esawi in sod. (2018) pokažejo ključno vlogo 
bakterije B. firmus pri izboljšanju škodljivih vplivov visoke slanosti na rast in delovanje soje 
s spreminjanjem arhitekture koreninskega sistema in spodbujanjem antioksidativnih 
obrambnih sistemov in izražanja odzivnih genov na stres. Bakterijo uvrščamo med 
Rizobakterije, ki spodbujajo rast rastlin. Povezava bakterije s prstjo in rastlino, dobro 
sovpada z raziskavami, kjer so podobne bakterije našli v ozračju. 
 
V oblakih so sicer le redke vrste bakterij sposobne ohranjati aktiven metabolizem in se v 
vodnih kapljicah celo razmnoževati, kot na primer vrste Methylobacterium spp. (Bowers in 
sod., 2011). Glede na literaturo naj bi na trdnih gojiščih zrastlo le okrog dva odstotka v 
nekem okolju prisotnih mikroorganizmov  (VBNC mikroorganizmi, ang. »viable but not 
culturable«). Razmere v oblakih in atmosferi so ene najbolj ekstremnih na svetu zaradi 
nihajočih vplivov temperature, UV svetlobe in pomanjkanja hranil. Sklepamo, da smo zaradi 
kombinacije vseh zgoraj naštetih dejavnikov, identificirali le redke kolonije na bogatem 
gojišču. Poleg tega je verjetno razlog, da je toča nastajala na višini 11 km (Slika 3), nevihtni 
oblak pa se je raztezal od višine nekje pod 2 km pa vse do 15 km. V primeru raziskave Šantl 
Temkiv in sod. (2013) je nevihta nastala na višini 2-12 km. Pri upoštevanju korelacije med 
velikostjo toče in višino njenega nastajanja v oblaku, je toča nabrana v letu 2019 nastajala 
znatno višje kot toča iz leta 2009, iz česar lahko sklepamo, da je višje v ozračju prisotnih 
manj bakterij ali pa je njihova viabilnost manjša.  
 
O sestavi toče lahko sklepamo iz slik pridobljenih iz meteoroloških podatkov GDAS (ang. 
Global Data Assimilation System) in sicer iz podatkov gibanja zračnih mas za 96 ur pred 
nevihtama, toča pridobljena za našo analizo leta 2019 ter toča pridobljena leta 2009, ki so jo 
analizirali Šantl Temkiv in sod. (2012) (Slika 52). Slika na levi strani prikazuje 96-urno pot 
zračne mase do Kočevja na različnih višinah (na levem spodnjem robu je navedena končna 
nadmorska višini v metrih) v obdobju od 15. ure 7. junija do 15. ure 11. junija 2019. Pri tleh 
je dotekal vlažen zrak iznad srednje Evrope, v višjih slojih ozračja pa topel in suh zrak iznad 
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južnega Sredozemlja oziroma severnega roba Afrike. Na desni sliki pa je enak prikaz 96 
urnega potovanja zračnih mas do Ljubljane v obdobju od 12. ure 22. maja do 10. ure 25. 
maja 2009. Pri tleh je dotekal topel in vlažen zrak iznad zahodne Evrope in roba severne 
Afrike, v višjih slojih pa topel in suh zrak iznad južnega Sredozemlja in severne Afrike. Po 
hitrem ogledu slik lahko opazimo precej podobnosti med gibanjem zračnih mas, saj pri obeh 
suh in topel zrak prihaja iznad južnega Sredozemlja, v vremenskih poročilih ARSO pa je 
ozračje zaradi segrevanja zelo nestabilno. Po pregledu nadmorskih višin toka zračnih mas 
pa smo opazili precej razlik v njihovih višinah. Pri toči iz dne 11. junij 2019 je topel in suh 
zrak (zelena črta) dolgo časa potoval izjemno blizu tal in tako mogoče v ozračje dvignil 
večjo količino delcev (puščavski prah), kar bi se lahko izrazilo v večji količini nukleacijskih 
jeder in s tem večjo količino toče, ki ima sposobnost medsebojnih trkov in s tem večji 
potencial rasti. V zadnjih 24. urah se suha in topla zračna masa sunkovito dvigne na 5000 
m.n.v. in s tem v zgornjo troposfero zanese veliko količino nukleacijskih jeder. Z dvigom se 
zrak ohladi in navlaži. V tovrstnih nevihtah je prisoten močan vzgornjik, ki sesa veliko zraka 
iz mejnega sloja izpod oblaka v višje dele oblaka. Primerjava velikosti in oblike toče je 
pokazala, da je toča iz leta 2019 v povprečju večja za 5-8 cm (primerjava velikosti jajca in 
grenivke). Prav tako so opazne razlike v strukturi toče. Toča iz leta 2009 je imela čebulno 




Slika 52: Prikaz gibanja zračnih mas za 96 ur pred nevihto s točo leta 2019, ko je padala velika toča (levo), ter 
leta 2009 (desno). Graf pod sliko prikazuje na osi X nadmorsko višino v odvisnosti od časa na Y osi. (Stein 
2015 in Rolph 2017). Na obeh slikah zelena in modra črta prikazujeta hladen in suh zrak. Rdeča črta pa topel 
in vlažen zrak. 
Ugotovili smo, da je za namen analize toče najprimerneje, da površinsko sterilizirano točo 
topimo po frakcijah ter posamezno frakcijo filtriramo na zlatih filtrih. Frakcije toče smo 
analizirali z vrsto metod. Ena izmed njih je SEM, s katero smo uspeli dokazati prisotnost 
mikroorganizmov (Slike: 45-51). Odkrili smo bakterije, spore gliv, diatomeje, praživali, 
rastlinski pelod in druge apnenčaste strukture biološkega izvora. Zaradi biološke 
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za metagenomsko analizo vzorca. Sekvenciranje gena za 16S rRNA je omogočilo veliko 
globino sekvenciranja. Uspeli smo dokazati bakterije na nivoju družin in nekatere celo do 
vrste natančno. Po pregledu prisotnih družin bakterij v toči smo ugotovili, da so bili 
prestavniki 86 % teh družin izolirani iz prsti ali njej podobnih okolij (Slika 15). Sledijo 
različna vodna okolja in površina rastlin. Primerjava rezultatov z rezultati v literaturi je bila  
precej zahtevna, saj se načini vzorčenja (ladja, letalo in padavine), lokacija in letni čas med 
raziskavami razlikujejo. Primerjali smo raziskave, ki se nanašajo na vzorčenje zraka in 
metagenomske analize. Skupno vsem v nadaljevanju omenjenim raziskavam (DeLeon-
Rodriguez in sod., 2013; Caliz in sod., 2018; Uetake in sod., 2020; Šantl Temkiv in sod., 
2012; Kourtev in sod., 2011) je prisotnost debla proteobakterij v najvišjem deležu v vzorcu 
(nad 50 %). Številni predstavniki proteobakterij sintetizirajo led nukleacijske proteine. Na 
sliki 53 je prikazano deblo proteobakterij, ki so jih identificirali v veliki toči. 
 
Slika 53: Prikaz raznovrstnosti izolatov v deblu proteobakterij v vzorcu velike toče 
Ključen vpliv na prisotnost določenih družin ima lokacija vzorčenja. Uetake in sod. (2020) 
so primerjali različne raziskave in ugotovili bistvene razlike med prisotnostjo morskih in 
kopenskih družin. Vzorčenje v atmosferi nad morskim okoljem prinese večji delež družin 
morskega izvora (vzorčenje nad Veliki koralnim grebenom, Avstralija). Vzorčenje blizu 
kopnega pa prikaže drugačno sliko, kjer je delež med morskimi in  kopenskimi družinami 
primerljivejše (vzorčenje nad Severnim in Baltskim morjem). Vzorčenje nad severno 
Kitajsko obalo in severo-zahodno Ameriško obalo je pokazalo prevladujočo prisotnost 
kopenskih družin bakterij. Rezultati naše raziskave popolnoma sovpadajo, saj je med nabolj 
prisotnmi družinami 45 % morskih družin proti več kot 86 % kopenskih družin (prst, sladka 
voda, rastline, ipd.). Ugotovitve se skladajo s teorijo bioprecipitacije opisane v raziskavah 
(Morris in sod., 2014; Delort in sod., 2018). Potrebno je upoštevati modele gibanja zračnih 
mas za 72 do 96 ur pred vzorčenjem. Glede na geografsko lokacijo kjer se giblje zračna 
masa, lahko pričakujemo povsem drugačne rezultate vzorčenja in lahko celo napovemo 
prisotnost določenih skupin bakterij. Slika 52 prikazuje model gibanja zračne mase 96 ur 
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pred nastankom toče. Zračne mase, ki se gibljejo nad S Afriko in Sredozemskim morjem 
lahko nosijo večje količine puščavskega peska in morskih aerosolov. To pojasni prisotnost 
omenjenih družin bakterij v veliki toči  (Slika 52). Prisotnost diatomej v toči, predhodno še 
nihče ni opisal. Njihovo prisotnost pa potrdi gibanje zračnih mas nad puščavo in morjem. 
Opisane so bile tudi kot nukleacijsko jedro (Knopf in sod., 2010). Najprisotnejše družine v 
literaturi se pojavijo tudi v naši raziskavi. Mednje spadajo družine Sphingomonadaceae, 
Methylobacteriaceae, Pseudomonadaceae vzorčene nad Pireneji (Španija) z analizo 
padavin. Velik vpliv na atmosferski mikrobiom ima puščava Sahara, zaradi zalog prahu in 
peska (Caliz in sod., 2018). Burkholderiaceae, Enterobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae, 
Caulobacteraceae, Flavobacteriaceae, Propionibacteriaceae, Microbacteriaceae so 
prisotne v srednji in visoki troposferi med 8 in 15 km višine nad Karibskim morjem pri 
vzorčenju z letalom (DeLeon-Rodriguez in sod., 2013). Najprimerljivejša raziskava z našo 
je raziskava Temkiv in sod. (2012). V njihovi raziskavi se z našo ujemajo tri od petih 
najprisotnejših družin, ki pripadajo družinam Methylobacterium, Bradyrhizobium, Bacillus. 
Pogosto se pri omenjenih raziskavah pri vzorčenju nad morskimi območji pojavlja tudi deblo 
Cyanobacteria v našem primeru predvsem družina Nostocaceae. Potrdimo lahko tudi 
prisotnost gliv in njihovih spor, s tem pa tretjo hipotezo. Uspeli smo videti njihove spore z 
elektronsko mikroskopijo (SEM), kar prikazujejo Slike 47 in 48. Identificirali smo rodove 
Cladosporium, Alternaria spp. in Uredinospores. Metagenomska slika nam zelo široko in 
pestro predstavi dogajanje v določeni časovni točki na določeni geografski loakciji, ki je 
posledica predhodnega gibanja zračnih mas. Rezultati raziskave se skladajo s pričakovanji 
prve hipoteze. Dokazali smo visoko in raznoliko prisotnost debla proteobakteriji, katerih 
predstavniki so pogosto aktivni kot nukleacijsko jedro v ozračju. 
 
V toči smo odkrili tudi bakterije družine Sphingomonadaceae in za to družino značilne 
rodove (Sphingomonas, Sphingobium, Sphingopyxis in Novosphingobium), ki imajo 
sposobnost razgrajevanja poliaromatskih spojin naravnega in človeškega izvora, kot so 
bifenil, naftalen, piren, furan, polietilen klorirani fenoli, kot tudi herbicidi in pesticidi (Stolz 
in sod., 2009). V našem vzorcu predstavniki bakterij družine Sphingomonadaceae 
predstavlja največji delež, 12 % vseh prisotnih družin. To so redki predstavniki bakterij, ki 
imajo v membranah sfingolipid in izločajo ekstracelularni matriks sfingan. Te značilnosti 
omogočajo omenjenim bakterijam pomembno prilagoditev na močno hidrofobne aromatske 
spojine. Dokazali smo prisotnost vseh rodov družine Sphingomonadaceae nekatere tudi do 
vrste natančno, med njimi Novosphingobium aromaticivorans, ki ima sposobnost razgradnje 
naftalena, toluena, fluorena in Novosphingobium tardaugens. Omenjene vrste pogosto 
zaznamo tudi v odpadni vodi, saj imajo sposobnost razgradnje  estrogenov, ki se tam pogosto 
nahajajo. Poleg omenjenih smo identificirali tudi Sphingobium baderi, Sphingobium 
lactosutens, Novosphingobium lindaniclasticum, Novosphingobium barchaimii in ostale. 
Sklepamo, da je prisotnost bakterij družine Sphingomonadaceae povezana s prisotnostjo 
celuloznih vlaken rastlin. Nanje se med škropljenjem vežejo različni herbicidi (y-
hexachlorocyclohexane) in insekticidi (Stolz in sod., 2008). Ker imajo te bakterije 
sposobnost razgradnje le teh, lahko uspešno rastejo v takšnem okolju. Tovrstna odkritja 
nakazujejo na prisotnost mikroonesnažil tako na površju zemlje, kot tudi v atmosferi. 
Zaskrbljujoče je kako daleč se lahko različna onesnažila preko vektorjev najverjetneje 
prenašajo. Opažamo pa lahko tudi prilagoditve mikoorganizmov na nove ekološke niše.  
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Slika 54: Ponazoritev predstavnikov družine Sphingomonadaceae identificiranih v veliki toči. »Slash calls« 
predstavljajo deleži bakterij med katerimi program ne more jasno razlikovati med določenimi vrstami. Ostale, 
do vrste identificirane bakterije so prikazane z odstotki glede na vse identificirane predstavnike družine 
Sphingomonadaceae.   
Glede na literaturo o vseprisotnosti plastičnih onesnaževal smo sklenili pregledati vzorce 
toče tudi glede na prisotnosti mikroplastike. Kljub temu da smo glede na naj aktualnejšo 
literaturo raziskovalcev Bergmann in sod., 2019; Zhang in sod. 2019; Lebreton in Andrady 
2019) sodelavcev v letu 2019 pričakovali prisotnost mikroplastike, so bili rezultati zelo 
nepričakovani zaradi količine pridobljenih vlaken plastičnega izvora v tako omejenem 
volumnu vzorca toče (Slika 29). Zadnje raziskave dokazujejo pomembnost atmosferskega 
prenosa mikroplastike v najoddaljenejša območja sveta kot so visoka gorovja Alp in 
Himalaje pa vse do Svalbarda in Arktike. Mikroplastiko so tukaj odkrili v snegu in ledu, 
torej trdnih padavinah. Dris in sod. (2015) so med študijo spremljanja mikroplastike v Parizu 
ugotovili, da v deževnem vremenu pade na tla tudi do 10 x več mikroplastike kot v suhem 
vremenu. Padavine so torej ključne za prenos mikroplastike iz atmosfere na zemljo.  
 
Z ramansko spektroskopijo smo identificirali in dokazati 3 mikroplastična vlakna v 8. 
frakciji toče (Slike 31, 34 in 36), kar pomeni v samem jedru toče. Vsa detektirana vlakna 
pripadajo vrsti plastike PET. Prisotnost PET vlaken so odkrili tudi pri vzorčenju 
mikroplastike v zraku v Londonu (Wright in sod., 2020). Slike posnete s SEM mikroskopom 
tudi prikažejo strukturo takšnega vlakna. Na Slikah 40 in 41, so prikazani tipični primerki 
izgleda mikroplastičnega vlakna pod SEM mikroskopom. Stanton in sod. (2019) v raziskavi 
prisotnosti tekstilnih vlaken v ozračju opisujejo, da v zraku prevladujejo vlakna naravnega 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
64 
izvora (celulozna) in hkrati opišejo razliko v izgledu sintetičnega vlakna od naravnega. V 
nasprotju s celuloznim vlaknom je tipično sintetično vlakno pravilno okrogle oblike po celi 
dolžini, brez odstopanj, kar potrjuje tudi razsikava Water in sod. (2019).  
 
Mikroplastika je bila tako prvič identificirana tudi v toči. S tem smo dokazali, da so  
mikroplastična vlakna prisotna tudi v višji troposferi. Dosedanje raziskave opisujejo le 
prisotnost mikroplastike v padavinah ali zraku, pri čemer se je vzorčenje izvajalo do enega 
metra nad tlemi, zaradi česar ne moremo sklepati na kakšni višini se je mikroplastika 
nahajala predno je s padavinami padla na tla. Glede na to, da smo jo identificirali v sreišču 
toče pa verjamemo, da je bila prisotna na višini ~12 km nad morjem. 
 
Koncentracije mikroplastike v zraku iz predhodnih študij se gibljejo med 26 delcev/m2/dan 
do 718 delcev/m2/dan (Wright in sod., 2020). V naši toči smo zgolj v 5 mL toče, v sami 
sredici toče, našli 3 mikroplastična vlakna. Če bi rezultat skušali prikazati na enoto m2 bi 
prišli do rezultata, da se je v tistem času nahajalo 600 delcev mikroplastike na m2. Ta ocena 
velja pri debelini plasti 1 mm. V kolikor podamo vrednost na kubični meter znaša število 
delcev 6×105 m3. Rezultate je sicer težko primerjati z drugimi študijami, saj še nobena študija 
ni obravnavala mikropastike v toči. Poleg tega je bila v vsaki študiji uporabljena nekoliko 
drugačna metodologija za identifikacijo mikroplastike.  
 
V izogib kontaminaciji vzorcev z mikroplastiko med postopkom obdelave vzorca, so bili 
vzorci pripravljeni zelo temeljito. Zaradi same debeline toče smo lahko odtalili globlji del 
površine in s tem minimalizirali možnost morebitne kontaminacije vzorca pri trku s površino 
in kasnejšem shranjevanju. Točo smo identično obdelali tako v prvem in drugem poskusu. 
Bistvena razlika med poskusoma je bila obdelava vzorca po odtalitvi plašča. V prvem 
poskusu smo celoten volumen prefiltrirali na steklen filter premera 45 mm s porami 2,5 µm. 
V drugem poskusu pa smo filtrirali na zlate filtre premera 13 mm in s porami premera 0,8 
µm. Pri prvem poskusu je prvo oviro predstavljala že sama barva steklenega filtra, ki 
onemogoča opažanje belih oziroma prozornih mikrovlaken celuloznega izvora. Poleg tega 
so filtri iz steklenih vlaken plastoviti in se določena količina manjših delcev lahko skrije v 
nižje plasti fitra. Uporaba zlatega filtra nam je omogočila jasno prepoznavo tudi prozornih 
vlaken, ki so v večji meri sicer naravnega izvora. Vlakna celuloze, lignina in kristalinične 
mikroceluloze so verjetno posledica žetev na poljih v mesecu juliju. Zanimivo je kako visoko 
zračne mase ponesejo vlakna velikosti od nekaj 10 µm do nekaj milimetrov. Poleg 
vizualizacije vlaken, smo uspeli zaradi manjšega premera por in kontrasta zlatega filtra zajeti 
in opazovati veliko količino mineralnih delcev, predvsem puščavskega peska. Ta je bil isti 
dan prisoten v ozračju nad Slovenijo.  
 
Drugo izboljšanje pristopa pa je bilo frakcijsko vzorčenje enega kosa toče. S tem so pridobili 
podroben vpogled v posamezne plasti in nastanek toče. Slika 29 odlično prikazuje frakcijsko 
filtriranje vzorca in spremembe v prisotnosti mikrovlaken in peska na filtru. V 8. frakciji je 
opazno manj prisotnega peska, kljub temu pa v primerjavi z negativno kontrolo, vidimo 
veliko več vlaken. Pomembno je izpostaviti, da je samo središče toče, frakcija 8, vsebovala 
s frakcijo 7 primerljivo število vlaken na mL vzorca. 
 
Poleg težav pri vizualni identifikaciji delcev na filtru iz steklenih vlaken, pa se je stekleni 
filter izkazal kot slaba izbira tudi pri identifikaciji kemijske sestave delcev. Pogosto sta prvi 
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izbiri za analizo mikroplastičnih vlaken ramanski mikroskop ali mikro-FTIR. V literaturi sta 
pogosto oba opisana, kot odlični analitski tehniki za detekcijo in potrjevanje delcev. V praksi 
pa smo imeli z obema kar nekaj težav. Analiza z mikro-FTIR je bila v našem primeru težavna 
zaradi ozke debeline vlaken v toči. Večkrat smo dobili IR spekter ozadja namesto ciljanega 
vlakna. V konfiguraciji z ATR prav tako meritve niso bile uspešne, saj se je delec od sonde 
pogosto odbil ali se nanjo prilepil. Analiza z ramanskim mikroskopom in uporabo zlatih 
filtrov je bila v primerjavi z mikro-FTIR uspešnejša, saj smo s to metodo uspeli kemijsko 
identificirati največje število delcev. Kljub vsemu, pa se je na nekaterih delcih mikroplastike 
pojavila fluorescenca, zato nekateri niso pokazali primernih signalov, zaradi česar je bila 
njihova kemijska opredelitev nejasna. Nekajkrat se je zgodilo (Sliki 24 in 37), da je rezultat 
pokazal le prisotnost barvila indigo modre. Pri pregledu literature smo našli raziskavo 
mikroplastike v sedimentih, v kateri so Turner in sod. (2019) ugotavljali, da so modra vlakna 
najpogostejša v vzorcih sedimenta in sicer četrtina vseh vlaken. Nekatera modra vlakna 
oddajo spekter indigo, Deorlin in Evans modrega barvila. Barvilo je bilo označeno kot 
barvilo za sintetične tkanine/delce. Vlakna so bila z ramansko spektroskopijo v 90% 
identificirana kot sintetična (Turner in sod., 2019). V isti raziskavi omenjajo tudi rdeča 
vlakna identificirana kot nitroceluloza in polisulfidna guma. V našem primeru pri rdečih 
vlaknih nismo uspeli dobiti funkcionalnih spektrov. 
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Na podlagi dobljenih rezultatov sklepamo naslednje: 
 
o V toči so prisotni tako mikroorganizmi (bakterije, glive, praživali, alge) kot neživi 
delci (mikroplastika, puščavski pesek). K nastanku toče najverjetneje prispeva 
skupek vseh delcev, saj voda za nukleacijo potrebuje le posamezen delec, da lahko 
oblikuje nukleacijsko jedro. 
 
o Bakteriom določen v naših vzorcih toče se sklada z rezultati različnih atmosferskih 
vzorcev. Simulacija gibanja zračnih mas je primeren napovedni faktor prisotnosti 
določenih skupin bakterij v ozračju. Geografska lokacija in letni čas vzorčenja igrata 
pomembo vlogo pri pojavljanju bakterij.  
 
o Najpogostejši predstavniki bakterijskih družin idenificiranih v toči izhajajo iz prsti, 
vodnih okolij in rastlin. 
 
o NGS metoda se je izkazala kot učinkovita in občutljiva metoda za pridobivanje 
vpogleda v bakterijsko diverziteto vse do nivoja vrste. 
 
o Vlakna naravnega in sintetičnega izvora so prisotna visoko v ozračju, vse od srednje 
do višje troposfere na višini vsaj 12 km. Večji delež (90 %) vlaken so predstavljala 
vlakna naravnega izvora. 
 
o Metodologija detekcije in analitike vlaken ni vedno zanesljiva. Potrebne so 
spremembe in vpeljava standardnih postopkov obdelave in analize vzorcev. 
 
o Kot prvi smo opisali prisotnost mikroplastike v toči. 
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Toča je vsakoletni vremenski pojav, mehanizem nastajanja pa zelo zapleten in slabo 
razumljen. V Beli krajini je 11. junija 2019 padala ekstremno velika toča premera okrog 10-
12 cm. Opisani so bili različni biotski in abiotski dejavniki, ki lahko vplivajo na nekatere 
vremenske pojave in delujejo kot sprožilci nastanka kondenzacijskih jeder toče. Zaradi 
naraščajoče globalne prisotnosti v okolju bi lahko na nastanek toče vplivala tudi plastična 
onesnažila. V okolju postopoma razpadajo do mikroskopskih velikostih. Vstopajo v vodo, 
zemljo in zrak ter v različne organizme. S skrbno obdelavo kosov toče smo uspeli s 
frakcijsko analizo natančno opisati prisotnost različnih delcev v posamezni plasti toče. Delce 
smo analizirali z vrsto različnih metod od stereo mikroskopije do elektronske mikroskopije 
in spektroskopskima metodam mikro-FTIR in ramanskim mikroskopom. V vzorcu smo 
zaznali veliko količino vlaken. Mikroplastika ima značilna okrogla in homogeno oblikovana 
vlakna, ki so pogosto obarvana. Skupno smo prešteli v enem zrnu toče 458 vlaken, od tega 
jih je bilo 43 obarvanih. Največ vlaken je vsebovala 7. frakcija (188), ki je bila takoj ob 
središču zrna toče. Pomembno pa je izpostaviti, da je samo središče zrna toče, frakcija 8, 
vsebovala s frakcijo 7 primerljivo število vlaken na mL vzorca. Z ramansko spektroskopijo 
smo dokazali prisotnost PET mikroplastičnih vlaken v sredici toče in tudi prisotnost vlaken 
naravnega izvora. Naši rezultati nakazujejo, da mikroplastiko zanese vse od srednje do višje 
troposfere, na višino vsaj 12 km. Večji delež (90 %) vlaken predstavljajo vlakna naravnega 
izvora. Če bi rezultat skušali prikazati na enoto m2 bi prišli do rezultata, da se je v tistem 
času nahajalo 600 delcev mikroplastike na m2. Metodologija za detekcijo in analitiko vlaken 
ni vedno zanesljiva. Na tem področju so potrebne spremembe in vpeljava standardnih 
postopkov za analizo vzorcev.Nedavne raziskave vedno pogosteje izpostavlja biotske delce, 
ki izzovejo nukleacijo ledu tudi pri višjih temperaturah. Ti delci so lahko rastlinskega ali 
živalskega izvora, cvetni prah, delci biofilmov, celice bakterij, gliv in njihove spore. 
Omenjene mikroorganizme smo uspeli dokazati z metodami NGS  in vrstično elektronsko 
mikroskopijo. NGS metoda se je izkazala kot učinkovita in zadosti občutljiva metoda za 
raziskavo bakterioma toče, saj smo pridobili vpogled v bakterijske profile tudi do nivoja 
vrste. Uspeli smo dokazati izjemno pestrost in raznolikost bakterijskih vrst v toči, saj se 
sekvence uvrščajo v 25 debel, 44 razredov, 88 redov, 231 družin, 315 rodov in 505 
bakterijskim vrstam. V veliki večini izolate teh bakterij sicer najdemo v prsti, sledijo pa ji 
vodna okolja in rastlinski material. Dokazali smo tudi rastlinske simbionte in rastlinske 
patogene vrste. Poleg bakterij pa smo z vrstično elektronsko mikroskopijo dokazali 
prisotnost različnih glivnih spor, diatomej in peloda. Prisoten bakteriom v toči se ujema z 
različnimi raziskavami atmosferskih populacij bakterij. Predpostavljamo, da je simulacija 
gibanja zračnih mas dober napovedni faktor prisotnosti določenih skupin bakterij v ozračju 
ter posledično v toči, saj geografska lokacija in letni čas vzorčenja toče igrata pomembo 
vlogo. 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 




Abraham W. R., Rohde M., Bennasar A. 2014. The Family Caulobacteraceae. V: The 
Prokaryotes. Rosenberg E., DeLong E. F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). 
Berlin, Springer: 179-205. 
 
Amato P., Joly M., Schaupp C., Attard E., Möhler O., Morris C. E., Brunet Y., Delort A.M. 
2015. Survival and ice nucleation activity of bacteria as aerosols in a cloud simulation 
chamber. Atmospheric Chemistry and Physics. 15, 11: 6455–6465. 
 
Amato P., Parazols M., Sancelme M., Laj P., Mailhot G., Delort A. M. 2007. 
Microorganisms isolated from the water phase of tropospheric clouds at the Puy de 
Dôme: major groups and growth abilities at low temperatures. FEMS Microbiology 
Ecology, 59, 2: 242–524. 
 
Arndt D., Grant J. R., Marcu A., Sajed T., Pon A., Liang Y., Wishart D. S. 2016. PHASTER: 
a better, faster version of the PHAST phage search tool. Nucleic Acids Research, 44, 1: 
16–21. 
 
ARSO. 2005. Nekaj izhodišč agencije RS za okolje o toči in obrambi pred njo. Ljubljana, 
Agencija Republike Slovenije za okolje: 4 str. 
http://www.arso.gov.si/vreme/poro%C4%8Dila%20in%20projekti/Toca_obramba_tis
k.pdf (15. nov. 2019). 
 
ARSO. 2009. Meteorološki arhiv. Ljubljana, Agencija Republike Slovenije za okolje: 15. 
str.                            
https://meteo.arso.gov.si/met/sl/archive/ (15. nov. 2019). 
 
ARSO. 2019a. Dnevni bilten Uprave RS za zaščito in reševanje za 11. junij 2019. Ljubljana, 
Agencija Republike Slovenije za okolje: 7 str. 
https://meteo.arso.gov.si/uploads/probase/www/climate/text/sl/weather_events/neurja_
11jun2019.pdf (15. nov. 2019). 
 
ARSO. 2019b. Meteorološki arhiv. Ljubljana, Agencija Republike Slovenije za okolje: 15 
str.  
https://meteo.arso.gov.si/met/sl/archive/ (15. nov. 2019). 
 
Attard E., Yang H., Delort A. M., Amato P., Pöschl U., Glaux C., Koop T., Morris C. E. 
2012. Effects of atmospheric conditions on ice nucleation activity of Pseudomonas. 
Atmospheric Chemistry and Physics, 12, 22: 10667–10677. 
 
Basu S., Rabara R., Negi S. 2017. Towards a better greener future - an alternative strategy 
using biofertilizers. V: Plant growth promoting bacteria. Plant Genetics. Amsterdam, 
Elsevier: 43–49. 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
69 
Bergmann M., Mützel S., Primpke S.,  Tekman M. B., Traschel J., Gerdts G. 2019. White 
and wonderful? Microplastics prevail in snow from the Alps to the Arctic. Science 
Advances, 5, 8: 1-10. 
 
Bergmann M., Tekman M., Gutow, L. 2017. Sea change for plastic pollution. Nature, 544: 
297-298. 
 
BLAST. 2016. Nucleotide Sequence. Bacillus firmus strain W84 16S ribosomal RNA gene. 
Bethesda,  National Center for Biotechnology Information: 1 str. 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (21. dec. 2019). 
 
Borowitzka M. A. 2016. Biology of microalgae. V: The Physiology of Microalgae. 
Developments in Applied Phycology. Borowitzka M. A., Beardall J., Raven J. A. (ur.). 
Berlin, Springer: 23-59. 
 
Boucher J., Friot D. 2017. Primary microplastics in the oceans: A global evaluation of 
sources. Gland, International Union for Conservation of Nature: 43 str. 
 
Bouwmeester H., Hollman P. C. H., Peters R. J. B. 2015. Potential health impact of 
environmentally released micro- and nanoplastics in the human food production chain: 
Experiences from Nanotoxicology. Environmental Science and Technology, 49, 15: 
8932–8947. 
 
Bowers R., McLetchie S., Knight R., Fierer N. 2011. Spatial variability in airborne bacterial 
communities across land-use types and their relationship to the bacterial communities 
of potential source environments. ISME Journal, 5, 4: 601–612. 
 
Browne M. A., Galloway T., Thompson R. 2007. Microplastic-an emerging contaminant of 
potential concern? Integrated Environmental Assessment and Management, 3: 4, 559–
561. 
 
Brüssow H., Canchaya C., Hardt W. D. 2004. Phages and the evolution of bacterial 
pathogens: from genomic rearrangements to lysogenic conversion. Microbiology and 
Molecular Biology Reviews, 68, 3: 560–602. 
 
Burrows S. M., Elbert W., Lawrence M. G., Pöschl U. 2009. Bacteria in the global 
atmosphere – Part 1: Review and synthesis of literature data for different ecosystems. 
Atmospheric Chemistry and Physics, 9, 23: 9263-9280. 
 
Cáliz J., Triadó-Margarit X., Camarero L., Casamayor E. O. 2018. A long-term survey 
unveils strong seasonal patterns in the airborne microbiome coupled to general and 
regional atmospheric circulations. Proceedings of the National Academy of Sciences, 
115, 48: 12229-12234. 
 
Carareto Alves L. M., de Souza J. A. M., Varani A. M., Lemos E. G. M. 2014. The Family 
Rhizobiaceae. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., DeLong E. F., Lory S., Stackebrandt 
E., Thompson F. (ur.). Berlin, Springer: 419-437. 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
70 
 
Castro-Mejía J. L., Muhammed M. K., Kot W. Neve W., Franz C. M. A. P, Hansen L. H., 
Vogensen F. K., Nielsen D. S. 2015. Optimizing protocols for extraction of 
bacteriophages prior to metagenomic analyses of phage communities in the human gut. 
Microbiome, 3, 64: 1-49. 
 
Clokie M. R. J., Millard A. D., Letarov A. V., Heaphy S. 2011. Phages in nature, 
Bacteriophage Journal, 1, 1: 31-45. 
 
Coenye T. The Family Burkholderiaceae. 2014. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., DeLong 
E. F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, Springer: 759-776. 
 
Cole M., Lindeque P., Halsband C., Galloway T. S. 2011. Microplastics as contaminants in 
the marine environment. Marine Pollution Bulletin, 62, 12: 2588–2597. 
 
Debenedetti P. G., Stanley H. E. 2003.Supercooled and glassy water. Physics Today, 56, 6: 
40–46. 
 
Dehghani S., Moore F., Akhbarizadeh, R. 2017. Microplastic pollution in deposited urban 
dust, Tehran metropolis, Iran. Environmental Science and Pollution Research, 24, 25: 
20360–20371. 
 
DeLeon-Rodriguez N., Lathem T. L., Rodriguez-R. L. M., Barazesh J. M., Anderson B. E., 
Beyersdorf A. J., Ziemba L. D., Bergin M., Nenes A., Konstantinidis K. T. 2013. 
Microbiome of the upper troposphere: Species composition and prevalence, effects of 
tropical storms, and atmospheric implications. Proceedings of the National Academy of 
Sciences, 110, 7: 2575–2580. 
 
Delort A. M., Deguillaume L., Renard P., Vinatier V., Canet I., Vaitilingom M., Chaumerliac 
N. 2018. Microbiology of aerosols. V: Impact on cloud chemistry. Delort A. M., Amato 
P. (ur.). Clermont Auvergne, Institut de Chimie de Clermont-Ferrand, Wiley Blackwell: 
221-248. 
 
DeMott P. J., Cziczo D. J., Prenni A. J., Murphy D. M., Kreidenweis S. M., Thomson D. S., 
Borys R., Rogers, D. C. 2003. Measurements of the concentration and composition of 
nuclei for cirrus formation. Proceedings of the National Academy of Sciences, 100, 25: 
14655–14660. 
 
Divjak M., Roškar J., Cegnar T., Gregorčič B., Rakovec J., Kajfež Bogataj L. 2004. Toča in 
obramba pred njo. Mesečni bilten, 11, 5: 38-45. 
 
Dornelles Martins M., Rigonato J., Taboga S. R., Branco L. H. Z. 2016. Proposal of 
Ancylothrix gen. nov., a new genus of Phormidiaceae (Cyanobacteria, Oscillatoriales) 
based on a polyphasic approach. International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology, 66, 6: 2396-2405. 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
71 
Driedger A. G. J., Dürr H. H., Mitchell K., Van Cappellen P. 2014. Plastic debris in the 
Laurentian Great Lakes: Journal of Great Lakes Research, 41, 1: 9–19. 
 
Edwards R. A., Rohwer F. Viral metagenomics. 2005. Nature Reviews Microbiology, 3, 6: 
504–510. 
 
El-Esawi M., Alaraidh I. A., Alsahli A. A., Alamri S. A., Ali H. M., Alayafi A. A. 2018. 
Bacillus firmus (SW5) augments salt tolerance in soybean (Glycine max L.) by 
modulating root system architecture, antioxidant defense systems and stress-responsive 
genes expression. Plant Physiology and Biochemistry, 132: 375-384. 
 
Engler R. E. 2012. The Complex Interaction between marine debris and toxic chemicals in 
the ocean. Environmental Science and Technology, 46, 22: 12302–12315. 
 
ESSL. 2019. Giant hail in Europe. Wessling, European Severe Storms Laboratory: 3 str. 
https://www.essl.org/cms/giant-hail-over-europe/?fbclid=IwAR2Z0_0toj4hJVK_A-
B51nxQTxGx8bfn3ffHXpG753MeUgBWRF_ef4tVSWc (16. nov. 2019). 
 
ESWD. 2019. Backward trajectories ending at 1300 UTC 11 Jun 19 GDAS meteorological 
data: European Severe Weather Database 
https://www.eswd.eu/(20. nov. 2019). 
 
Evtushenko L. I., Takeuchi M. 2006. The Family Microbacteriaceae. V: The Prokaryotes. 
Dworkin M., Falkow S., Rosenberg E., Schleifer KH., Stackebrandt E. (ur.). New York, 
Springer: 1020-1098. 
 
Geyer R., Jambeck J. R., Law K. L. 2017. Production, use, and fate of all plastics ever made. 
Science Advances, 3, 7: doi: 10.1126/sciadv.1700782: 5 str. 
 
Glaeser S. P., Kämpfer P. 2014. The Family Sphingomonadaceae. V: The Prokaryotes. 
Rosenberg E., DeLong E. F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F (ur.). Berlin, 
Springer: 641-707. 
 
Green P. N. Methylobacterium. 2006. V: The Prokaryotes. Dworkin M., Falkow S., 
Rosenberg E., Schleifer KH., Stackebrandt E. (ur.). New York, Springer: 257-265. 
 
Guarany de Araujo G., Rodrigues F., Teixeira Gonçalves F. L., Galante D. 2019. Survival 
and ice nucleation activity of Pseudomonas syringae strains exposed to simulated high-
altitude atmospheric conditions. Science Reports, 9, 7768: doi: 10.1038/s41598-019-
44283-3: 50 str. 
 
Hill K. A., Shepson P. B., Galbavy E. S., Anastasio C., Kourtev P. S., Konopka A., Stirm 
B.H. 2007. Processing of atmospheric nitrogen by clouds above a forest environment. 
Journal of Geophysical Research, 112, 11301: doi: 10.1126/sciadv.1700782: 10 str. 
 
Hill T. C. J., DeMott P. J., Conen F., Möhler O. 2018. Microbiology of aerosols. V: Impacts 
of Bioaerosols on Atmospheric Ice Nucleation Processes. Delort A.M., Amato P. (ur.). 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
72 
Clermont Auvergne, Institut de Chimie de Clermont-Ferrand, Wiley Blackwell: 221-
248. 
 
Hill T. C. J., DeMott, P. J., Tobo, Y., Fröhlich-Nowoisky, J., Moffett, B. F., Franc, G. D., 
Kreidenweis, S. M. 2016. Sources of organic ice nucleating particles in soils, 
Atmospheric Chemistry and Physics, 16, 11: 7195–7211. 
 
Hirano S. S., Upper C. D. 2000. Bacteria in the leaf ecosystem with emphasis on 
Pseudomonas syringae—a pathogen, ice nucleus, and epiphyte. Microbiology and 
Mololecular Biology Reviews, 64, 3: 624–653. 
 
Hollman P. C. H., Bouwmeester H., Peters R. J. B. 2013. Microplastics in the aquatic food 
chain: sources, measurements, occurrence and potential health risks. Wageningen, 
RIKILT Wageningen UR (University & Research Centre): 32 str. 
 
Huschke R. E. 1959. Glossary of meteorology. Quarterly Journal of the Royal 
Meteorological Society, 86: 369-371. 
 
Joly M., Amato P., Sancelme M., Vinatier V., Abrantes M., Deguillaume L., Delort A. M. 
2015. Survival of microbial isolates from clouds toward simulated atmospheric stress 
factors. Atmospheric Environment, 117: 92–98. 
 
Jooste P. J., Hugo C. J. 1999. The taxonomy, ecology and cultivation of bacterial genera 
belonging to the family Flavobacteriaceae. International Journal of Food Microbiology, 
53, 2-3: 81-94. 
 
Kang S., Huang J., Wang, F., Zhang, Q., Zhang, Y., Li, C., Wang, L., Chen, P., Sharma, 
C.M., Li, Q., Sillanpaa, M., Hou, J., Xu, B., Guo, J. 2016. Atmospheric mercury 
depositional chronology reconstructed from lake sediment and ice cores in the 
Himalayas and Tibetan Plateau. Environmental Science Technology, 50, 6:  2859-2869. 
 
Keen E. C. 2015. A century of phage research: Bacteriophages and the shaping of modern 
biology, Bioessays. 37, 1: 6–9. 
 
Knight C. A., Knight N. C. 2001. Hailstorms. V: Severe convective storms. Doswell C. A. 
(ur.). Meteorological Monographs. American Meteorological Society, Boston, Springer: 
223-254. 
 
Knopf D., Alpert P., Wang B., Aller J. Y. 2011. Stimulation of ice nucleation by marine 
diatoms. Nature Geoscience, 4: 88–90. 
 
Koelmans A. A., Besseling E., Shim W. J. 2015. Nanoplastics in the Aquatic Environment. 
Critical Review. Marine Anthropogenic Litter, 325–340. 
 
Kourtev P. S., Hill K. A., Shepson P. B., Konopka A. 2011. Atmospheric cloud water 
contains a diverse bacterial community. Atmospheric Environment, 45, 30: 5399-5405. 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
73 
Lambiase A. 2014. The Family Sphingobacteriaceae. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., 
DeLong E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur). Berlin, Springer: 907-914. 
 
Lebreton L., Andrady, A. 2019. Future scenarios of global plastic waste generation and 
disposal. Palgrave Communications, 5, 6: doi:10.1057/s41599-018-0212-7: 11 str. 
 
Löder M., Gerdts G. 2015. Methodology Used for the Detection and Identification of 
Microplastics- A Critical Appraisal. Bergmann  M., Gutow  L., Klages M. (ur.). V: 
Marine Anthropogenic Litter, Berlin, Springer: 447-455. 
 
Lusher A. L., Tirelli V., O’Connor I., Officer R. 2015. Microplastics in Arctic polar waters: 
the first reported values of particles in surface and sub-surface samples. Scientfic 
Reports, 5, 14947: doi:10.1038/srep14947: 1-9. 
 
Mandic-Mulec I., Stefanic P., van Elsas J. D. 2015. Ecology of Bacillaceae. Microbiology 
Spectrum, 3, 2: doi: 10.1128/microbiolspec.TBS-0017-2013: 24 str. 
 
Marcondes de Souza J. A., Carareto Alves L. M., de Mello Varani A., de Macedo Lemos E. 
G. 2014. The Family Bradyrhizobiaceae. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., DeLong 
E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, Springer: 135-154. 
 
McCormick A., Hoellein T. J., Mason S. A., Schluep J. Kelly J. J. 2014. Microplastic is an 
Abundant and Distinct Microbial Habitat in an Urban River. Environmental Science and 
Technology, 48, 20: 11863–11871. 
 
Meena N. T., Saharan B. S. 2017. Plant growth promoting traits shown by bacteria 
Brevibacterium frigrotolerans SMA23 Isolated from Aloe vera rhizosphere. Agriultural 
Science Digest, 37, 3: 226-231. 
 
Morris C. E., Georgakopoulos D. G., Sands D. C. 2004. Ice nucleation active bacteria and 
their potential role in precipitation. Journal de Physique Archives, 121: 87-103. 
 
Morris C. E., Sands D. C., Vanneste J. L., Montarry J., Oakley B., Guilbau C., Glaux C. 
2010. Inferring the evolutionary history of the plant pathogen Pseudomonas syringae 
from its biogeography in headwaters of rivers in North America, Europe, and New 
Zealand. American Society for Microbiology, 1, 3: doi: 10.1128/mBio.00107-10: 56 str. 
 
Morris C. E., Conen F., Alex Huffman J., Phillips V., Pöschl U., Sands D.C. 2014. 
Bioprecipitation: a feedback cycle linking Earth history, ecosystem dynamics and land 
use through biological ice nucleators in the atmosphere. Global Change Biology, 20, 2: 
341-351. 
 
Numan M., Bashir S., Khan Y., Mumtaz R., Shinwari Z. K., Khan A.L., Khan A., AL-
Harrasi A. 2018. Plant growth promoting bacteria as an alternative strategy for salt 
tolerance in plants. Microbiological Research, 209: 21–32. 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
74 
Octavia S., Lan R. 2014. The Family Enterobacteriaceae. V: The Prokaryotes. Rosenberg 
E., DeLong E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F (ur.). Berlin, Springer: 225-
286. 
 
Palleroni N. J. 1981. Introduction to the Family Pseudomonadaceae. V: The Prokaryotes. 
Starr M.P., Stolp H., Trüper H.G., Balows A., Schlegel H.G. (ur.). Berlin, Springer: 655-
665. 
 
Pandey R., Usui K., Livingstone R. A., Fischer S. A., Pfaendtner J., Backus E. H. G., Nagata 
N., Fröhlich-Nowoisky J., Schmüser L., Mauri S., Scheel J. F., Knopf D. A., Pöschl U., 
Bonn M., Weidner T. 2016. Ice-nucleating bacteria control the order and dynamics of 
interfacial water. Science advances, 2, 4: doi:10.1126/sciadv.1501630: 8 str. 
 
Peeken I., Primpke S., Beyer B., Gütermann J., Katlein C., Krumpen T., Bergmann M., 
Hehemann L., Gerdts G. 2018. Arctic sea ice is an important temporal sink and means 
of transport for microplastics. Nature Communications, 9, 1505: doi:10.1038/s41467-
018-03825-5: 12 str. 
 
Pujalte M. J., Lucena T., Ruvira M. A., Arahal D. R., Macián M. C. 2014. The Family 
Rhodobacteraceae. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., DeLong E. F., Lory S., 
Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, Springer: 439-512. 
 
Rolph G., Stein A., Stunder B. 2017. Real-time Environmental Applications and Display 
sYstem: READY. Environmental Modelling and Software, 95: 210-228. 
 
Rochman C. M., Hoh E., Kurobe T., Teh S. J. 2013. Ingested plastic transfers hazardous 
chemicals to fish and induces hepatic stress. Scientific Reports, 3, 1: 
doi.10.1038/srep03263: 3263 str. 
 
Ryan R. P, Vorhölter F. J., Potnis N., Jones J. B., Van Sluys M. A., Bogdanove A. J., Dow 
J. M. 2011. Pathogenomics of Xanthomonas: understanding bacterium-plant 
interactions. Nature Reviews Microbiology, 9, 5: 344-355. 
 
Teixeira L. M., Merquior V. L. C. 2014. The Family Moraxellaceae. The Prokaryotes. V: 
Rosenberg E., DeLong E. F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, 
Springer: 443-476. 
 
Tekman M. B., Krumpen T., Bergmann M. 2017. Marine litter on deep Arctic seafloor 
continues to increase and spreads to the North at the Hausgarten observatory. Deep Sea 
Research Part I: Oceanographic Research Papers, 120: 88-99. 
 
Tóth E. M., Borsodi A. K. 2014. The Family Nocardioidaceae. V: The Prokaryotes. 
Rosenberg E., DeLong E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, 
Springer: 651-694. 
 
Trenberth K. E., Jones P. D., Ambenje P., Bojariu R., Easterling D., Klein Tank A., Parker 
D., Rahimzadeh F., Renwick A. J., Rusticucci M., Soden B., Zhai P., 2007. 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
75 
Observations: Surface and Atmospheric Climate Change. V: Climate Change 2007: The 
Physical Science Basis. Contribution of Working Group I to the Fourth Assessment 
Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change. Solomon S., Qin D. M., 
Manning Z., Chen M., Marquis K. B., Averyt Tignor M., Miller H. L. (ur.). Cambridge, 
Cambridge University Press: 237-336. 
 
Sands D. C., Langhans V. E., Scharen A. L., De Smet G. 1982. The association between 
bacteria and rain and possible resultant meteorological implications. Journal of 
Hungarian Meteorological Service, 86, 2: 148–152. 
 
Sattler B., Puxbaum H., Psenner R. 2001. Bacterial growth in supercooled cloud droplets. 
Geophysical Research Letters, 28: 239–242. 
 
Shim W. J., Hong S. H., Eo S. 2016. Identification methods in microplastic analysis: a 
review. Analytical Methods, 9: 1384-1391. 
 
Silpa K., Yao L., Bhada-Tata P., Van Woerden F. 2018. What a Waste 2.0: A Global 
Snapshot of Solid Waste Management to 2050. Urban Development series, Washington, 
The World Bank Group: 17-37. 
 
Smith D. J., Griffin D. W., McPeters R. D, Ward P. D., Schuerger A. C. 2011. Microbial 
survival in the stratosphere and implications for global dispersal. Aerobiologia, 27: 319–
332. 
 
Smith D. J., Ravichandar J. D., Jain S., Griffin D. W., Yu H., Tan Q., Thissen J., Lusby T., 
Nicoll P., Shedler S., Martinez P., Osorio A., Lechniak J., Choi S., Sabino K., Iverson 
K., Chan L., Jaing C., McGrath J. 2018. Airborne Bacteria in Earth's Lower Stratosphere 
Resemble Taxa Detected in the Troposphere: Results From a New NASA Aircraft 
Bioaerosol Collector (ABC). Frontiers in Microbiology, 9: 1752, doi: 
10.3389/fmicb.2018.01752: 10 str. 
 
Stackebrandt E. 2014. The Family Propionibacteriaceae: Genera other than 
Propionibacterium. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., DeLong E.F., Lory S., 
Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, Springer: 725-741. 
 
Stein A. F., Draxler R. R, Rolph G. D., Stunder B. J. B., Cohen M. D., Ngan F. 2015.NOAA's 
HYSPLIT atmospheric transport and dispersion modeling system, Bulletin. American 
Meteorological Society, 96, 12: 2059-2077. 
 
Suttle C. 2005. Viruses in the sea. Nature, 437: 356–361. 
 
Szyrmer W., Zawadzki I. 1997. Biogenic and anthropogenic sources of ice-forming nuclei. 
Bulletin of the American Meteorological Society, 78, 2: 209–228. 
 
Šantl Temkiv T., Finster K., Hansen B.M, Woetmann Nielsen N., Gosewinkel Karlson U. 
2012. The microbial diversity of a storm cloud as assessed by hailstones. Microbiology 
Ecology FEMS, 81, 3: 684-695. 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
76 
 
Šantl Temkiv T., Finster K., Dittmar T., Hansen B.M,  Thyrhaug R., Woetmann Nielsen N., 
Gosewinkel Karlson U. 2013. Hailstones: A Window into the Microbial and Chemical 
Inventory of a Storm Cloud. PLOS one, 8: 1, doi:10.1371/journal.pone.0053550: 37 str. 
 
Tiryaki D., Aydin I., Atici Ö. 2019. Psychrotolerant bacteriaisolated fromtheleafapoplast 
ofcold-adapted wild plants improve the cold resistance of bean (Phaseolus vulgaris L.) 
under low temperature. Cryobiology, 86: 111-119. 
 
Ter Halle A., Jeanneau L., Martignac M., Jardé E., Pedrono B., Brach L., Gigault J. 2017. 
Nanoplastic in the North Atlantic Subtropical Gyre. Environmental Science and 
Technology, 51, 23: 13689–13697. 
 
Turner S., Horton A. A., Rose N. L., Hall C. 2019. A temporal sediment record of 
microplastics in an urban lake, London, UK. Journal of Paleolimnology, 61: 449–462. 
 
Uetake J., Hill T. C. J., Moore K. A., DeMott P. J., Protat A., Kreidenweis S. M. 2020. 
Airborne bacteria confirm the pristine nature of the Southern Ocean boundary layer. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 117, 24: 13275-13282. 
 
Van Cauwenberghe L., Vanreusel A., Mees J., Jansen C. R. 2013. Microplastic pollution in 
deep-sea sediments. Environmental Pollution, 182: 495-499. 
 
Whitman W. B., Coleman D. C., Wiebe W. J. 1998. Prokaryotes: the unseen majority. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 
95,12: 6578–6583. 
 
Willems A. 2014. The Family Comamonadaceae. V: The Prokaryotes. Rosenberg E., 
DeLong E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (ur.). Berlin, Springer: 777-785. 
 
Wright S. L., Thompson R. C., Galloway T. S. 2013. The physical impacts of microplastics 
on marine organisms. Environmental Pollution, 178: 483–492. 
 
Zhang C., Li X., Yin L., Liu C., Zou H., Wu Z., Zhanh Z. 2019. Analysis of the complete 
genome sequence of Brevibacterium frigoritolerans ZB201705 isolated from drought- 
and salt-stressed rhizosphere soil of maize. Annals of Microbiology, 69: 1489–1496. 
 
Zettler E. R., Mincer T. J. Amaral-Zettler L. A. 2013. Life in the “Plastisphere”: Microbial 
communities on plastic marine debris. Environmental Science and Technology, 47, 13: 
7137–7146. 
 
Zhang Y., Gao T., Kang S., Sillanpää M. 2019. Importance of atmospheric transport for 
microplastics deposited in remote areas. Environmental Pollution, 254: 112953, doi: 
10.1016/j.envpol.2019.07.121: 4 str. 
 
 
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
ZAHVALA 
 
To obsežno delo ne bi nastalo brez pomoči vrste dobrih ljudi, ki so na različne načine 
prispevali k nastanku te magistrske naloge. 
Najprej bi se iskreno zahvalil mentorju izr. prof. dr. Mateju Butali, ki je prevzel mentorstvo. 
Za vse nasvete, novo znanje in pomoč. Potrpežljivost in stalno motivacijo tudi ob težjih 
trenutkih nastajanja te naloge. Hvala za deljenje neusahljivega entuziazma do znanosti. 
Ogromen del zahval gre somentorici dr. Manci Viršek Kovač, odlični specialistki z novega 
področja mikroplastike. To spreminjajoče se področje je nudilo veliko izivov, ki sem jih z 
njeno pomočjo odlično rešil. Hvala za vso pomoč pri pisanju naloge. 
Hvala prof. dr. Nini Gunde-Cimerman za hitro in kvalitetno recenzijo. 
Zahvaljujem se ekipi z odseka za materiale K9 na Inštitutu Joževa Štefana, predvsem dr. 
Matejki Podlogar, Tini Radošević in Damjanu Vengustu za pomoč pri analizi z elektronsko 
mikroskopijo. 
Zahvala gre tudi strokovnemu sodelavcu Gregorju Žitku in dr. Ivanu Jermanu z Kemijskega 
inštituta, odseka D10 za kemijo materialov. Gregor hvala za strokovno vodenje naprav in 
pomoč pri interpretaciji rezultatov. 
Prav tako bi se rad zahvalil vsem članom katedre za biokemijo na Biotehniški fakulteti v 
Ljubljani, ki so prispevali k nastanku dela. Hvala prof. dr. Roku Kostanjšku in asist. dr. 
Poloni Mrak za pripravo in pregled vzorcev z TEM mikroskopom. Hvala tudi doc. dr. Polona 
Zalar za pomoč pri identifikaciji gliv in spor. 
Nenazadnje se zahvaljujem vsej družini za podporo in druženje tekom celotnega študija. 
Zahvaljujem se tudi svoji sestri Lauri in za vso kavo, spodbudo in veselje ob nastajnju te 
naloge.  
Tea, tebi pa se zahvaljujem za kavodlašanje in moralno podporo. 
Hvala tebi, Lara, da verjameš vame, me spodbujaš na moji poti in vidiš tudi tisto, kar sam 
spregledam.  
Kozjek M. Mikrobiološka analiza toče. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
PRILOGE 
 
Priloga A: Določitev nukleotidnega zaporedja regije 16S rRNA Brevibacterium 
frigoritolerans 
 
Določitev nukleotidnega zaporedja regije 16S rRNA 
 
• Oznaka bakterije na plošči: BHI1 
• Uporabljeni začetni oligonukleotidi: 27f 






• Identifikacija mikrorganizma s programom BLAST (Megablast): Brevibacterium 
frigoritolerans 
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Priloga B: Določitev nukleotidnega zaporedja regije 16S rRNA Bacillus firmus 
 
 
Določitev nukleotidnega zaporedja regije 16S rRNA 
 
 Oznaka bakterije na plošči: MT3a 
• Uporabljeni začetni oligonukleotidi: 27f 























• Identifikacija mikrorganizma s programom BLAST (Megablast): Bacillus 
firmus 
